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Abstrakt

V soucCasné¢ dob¢ se ke studiu kinetiky prenosu elektronli nejCastéji vyuzivaji
modifikované elektron-transportni metaloproteiny s pfitomnosti dvojmocné meédi
v aktivnim centru. Jednim ze studovanych modelovych proteini je ,,cupredoxin® azurin
z P. aeruginosa, ve kterém je Cu(Il) koordinovéna atomy postrannich fetdzct His*,
His'", Cys''?, Met'?' a karbonylem Gly®. Standardni redoxni potencial azurinu je
piiblizn¢ 310-360 mV (v zévislosti na experimentalnim provedeni a stanoveni). Cilem
této prace bylo pfipravit makrocyklicky ligand, 1-[1H-imidazol-2-yl)methyl]-1,4,7-
triazacycklononanu (L™), ktery by byl schopny dostatetné stabilng komplexovat ion
meédi a ktery by odhalil moznost pouziti makrocyklickych komplext jako
nizkomolekuladrnich modelt aktivnich mist proteinti. Ligand byl pfipraven pouzitim péti
krokové syntézy s vyuzitim chranéni makrocyklu, redukce a bromace 1H-imidazol-2-
karbaldehydu a nasledné alkylacni reakce. Poslednim krokem bylo odstranéni
chrénicich skupin findlntho makrocyklického ligandu. Meziprodukty jednotlivych
reakénich krokdt a finalni ligand byly charakterizovany pomoci NMR a MS.
Potenciometrickymi titracemi byly stanoveny protonizac¢ni konstanty ligandu (log K} =
10,62, log K, = 6,65, log K3=4,91), které popisuji acidobazické chovani ligandu
ve vodném prostiedi. Obdobné byly studovany koordinaéni vlastnosti ligandu
s vybranymi ionty piechodnych kovii (Cu**, Zn*"). Rovnovazné konstanty stability
potvrzuji pifedpokladanou vysokou stabilitu méd’natych komplexti, kterd je podminkou
pro stanoveni standardniho redoxniho potencidlu paru [CuLIM]2+/ [CuLIM]+.
Spektrofotometricky bylo ovéfeno chovani méd’natého komplexu ve vodném prostiedi
o ruzném pH dle speciace komplexu stanovené potenciometricky. Stanoveni
standardniho redoxniho potencidlu potvrdi nebo vyvrati moZnost vyuZziti uspéSné

pfipraveného makrocyklického komplexu jako modelu aktivniho mista azurinu.

Kliécova slova
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Abstract

Currently, modified electron transport metaloproteins with presence ion Cu(Il) in their
active site are most commonly used to study kinetics of electron transfer. One of the
most studied model protein is cupredoxin azurin from P. aeruginosa with standard
redox potential approximately 310-360 nm (depends on experimental conditions and
techniques). Ion Cu(Il) in azurin is coordinated by the side chain atoms of His*, His'"’,
Cys'"?, Met'?! and carbonyl of Gly*. The aim of this work was to prepare macrocyclic
ligand, 1-[1H-imidazol-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacycklononanu (L™), which would be
able to form stable complexes with both of copper ions Cu(Il) and Cu(I). Such as
macrocyclic complexes could be utilized as low molecular models of active sites
in proteins. The ligand was prepared using five-step synthesis employing protection of
macrocycle, reduction and subsequent bromation of 1H-imidazol-2-karbaldehyd, and
following alkylation reaction. Deprotection of macrocycle revealed final product of
ligand. All reaction intermediates and prepared ligand were characterized by NMR and
MS. Potentiometric titrations determined ligand protonation constant (log K; = 10,62,
log K, = 6,65, log K3 = 4,91), which describe acid-base properties of a ligand in an
aqueous solution. Similarly, the coordination properties with selected transition metal
jons (Cu®" and Zn*") were studied. Equilibrium stability constants show the expected
high stability of copper complexes, which is a condition for determining the standard
redox potential of the pair [CuL™7**/[CuL™]". The behavior of the copper complex
in an aqueous solution with different pH according to the speciation of the complex
(obtainined by potentiometric titration) was verified spectrophotometrically.
Determination of standard redox potential can confirm or exclude the possibility
to utilize the succesfully prepared macrocyclic complexes as a model of the azurine

active site.
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1 Seznam zkratek a symbolu

(Boc),O

*

{H'}

AE [J] &i [eV]
AG® [J] & [eV]
A

ACN

AcOH

AO

Bipy

Boc
Boc,TACN
BOD

¢ [mol-dm™]
cr [mol-dm™]
ey [mol-dm™]
Cp

cytce

D

DCM

Dmp

E[V]

E e [V]
Ec

Ew [V]

ESI

ET

Et;N

di-z-butyl-dikarbonat

oznaceni excitovaného stavu

Sirokopasmovy ,,dekaplink® (z angl. decoupling) izotopu
vodiku 'H

energeticky rozdil mezi redoxnimi misty D a X,
standardni reak¢ni Gibbsova energie

oznaceni radikalu

akceptor elektronu

acetonitril

kyselina octova

askorbatoxidasa

2,2'-bipyridin

chranici skupina #-butyloxy-karbonyl

di-t-butyl 1,4,7-triazacyklononan-1,4-dikarboxylat
bilirubinoxidasa

molarni koncentrace

molarni koncentrace ligandu

molarni koncentrace kationtu ptechodného kovu
ceruloplasmin

cytochrom ¢

donor elektronu

dichloromethan

4,7-dimethyl-1,10-fenantrolin

rovnovazné napéti ¢lanku

standardni redukéni (redoxni) potencial
potencidlova bariéra mezi redoxnimi misty D a A
standardni rovnovéazné napéti ¢lanku

ionizace elektrosprejem

ptenos elektronti (z angl. electron transfer)

trimethylamin
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ETC elektronovy transportni fetézec (z angl. electron transport

chain)

EtOAc ethylacetat

F[C - mol™] Faradayova konstanta

FADH, flavinadenindinukleotid (redukovany)

GalOD galaktosaoxidasa

h[Js] Planckova konstanta

HiPIP Fe-S protein s vysokym potencidlem (z angl. High-
Potencial Iron-Sulfur Protein)

I [mol-dm™] iontova sila

IM1 2-hydroxy-methyl-1H-imidazol

M2 2-(bromomethyl)-1H-imidazol

IM3 di-#-butyl 7-[(1H-imidazol-2-yl)methyl]-1,4,7-
triazacyckloononan-1,4-dikarboxylat

iPrOH propan-2-ol (isopropylalkohol)

IT iontova past (z angl. ion-trap)

JaaJs konstanty popisujici kyselou a bazickou chybu indikaéni

sklenéné elektrody

kg [s7'] rychlostni konstanta

Kw iontovy soucin vody

K, postupna (konsekutivni) protonizac¢ni konstanta ligandu

K postupnd (konsekutivni) rovnovazna konstanta stability
komplexu

L ligand

[ [mm] délka

Lc lakasa

L™ 1-[1H-imidazol-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacycklononan

LMCT ptenos naboje z ligandu na kov (z angl. ligand-to-metal-

charge-transfer)

M ion prechodného kovu
M [g-mol_l] molarni hmotnost

m [kg] hmotnost

Meim (N-methyl)-imidazol

11



MeOH
MLCT

MS
MTHF
NAD(P)H
NMe,4Cl
NMe,OH
NMR

p. a.

Rpa [A]
Ry

RT

RVO

S

t[°C]
T [K]
t[s]
TACN
BuOH
THF
TLC

TX (T1, T2, T3)

uv

uv

V [m’]

Vis

Va [ml]

w [% (w/v)] €i [ppm]
X

methanol

ptenos naboje z kovu na ligand (z angl. metal-to-ligand-
charge-transfer)

hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spektrometry)
2-methyltetrahydrofuran
nikotinamidadenindinukleotid(fosfat) (redukovany)
chlorid tetramethylamonny

hydroxid tetramethylamonny

nukledrni magnetické rezonance

Cistota chemikalii pro analyzu (z angl. per analysis)
vzdalenost donoru a akceptoru elektronti

retencni faktor

laboratorni/pokojova teplota (z angl. room temperature);
pouzito v reak¢nich schématech

rotacni vakuova odparka

tzv. Nernstova smérice

(Celsiova) teplota

termodynamicka teplota

cas

1,4,7-triazacycklononan

2-methylpropan-2-ol (#-butanol)

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie (z angl. thin-layer
chromatography)

oznacuje typ kationtu médi

ultrafialové oblast elektromagnetického zateni
ultrafialové oblast elektromagnetického zareni
objem

viditelna oblast elektromagnetického zareni

mrtvy objem kolony

hmotnostni zlomek vyjadieny v procentech ¢i v ppm
meziprodukt, kde je elektron béhem pfenosu docasné

lokalizovan
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BIAT

ﬁMHL

By

B

o [ppm]

& [mol_l-dm3 cm ]
A [nm]

M

v [HZ]

pocet vyménénych elektronli mezi donorem a akceptorem
rozpadova konstanta

celkova rovnovazna konstanta protonizovan¢ho komplexu
celkova protonizacni konstanta ligandu

celkova rovnovazna konstanta stability komplexu
chemicky posun (v spektroskopii NMR)

molarni absorpéni koeficient

vlnova délka

oznaceni pro mustkovy ligand

frekvence fotonu
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2 Literarni prehled

2.1 Elektronovy prenos v biologickych systémech - tvod

Mezi zakladni atributy zivého organismu patii jak jeho metabolismus (anabolismus
a katabolismus), tak i schopnost interagovat s vnéjSim prostfedim, ¢imz je zajiSténa
latkova 1 energetickd vymeéna. Klicové déje anabolismu i katabolismu jsou zalozeny
na prenosu elektront (ET, z angl. electron transfer) na findlni akceptor. Tento pfenos je
zprostiedkovan multienzymatickym komplexem, at’ jiz na thylakoidni ¢i na vnitini
mitochondrialni membrané. Piikladem prvého je fotosyntéza, coz je d¢j, pifi kterém
fototrofni organismy pfeménuji energii slunecniho zafeni (E = h-v) na chemickou
katabolismu muze byt oxidace redukovanych kofaktort (NAD(P)H, FADH,) jako
nositell, a tedy i donorii, elektronti a protontll v tzv. elektronovém transportnim fetézci

(ETC, z angl. electron transport chain), napt. u ¢lovéka dychaci fetézec.

2.1.1 Vnitfni a vnéjsi elektronovy prenos

Rozdéleni ptfenosu elektronil podle jeho mechanismu na tzv. ,,vnitini“ ET (z angl. inner-
sphere electron transfer, nékdy téz bonded electron transfer) a ,,vnéjsi* ET (z angl.
outer-sphere electron transfer) vychazi ze studie redoxnich reakci mezi anorganickymi
slou¢eninami [1].

Definice byla zavedena H. Taube v roce 1953. Pfi ,,vnitinim*“ ET dochazi ke
vzniku meziproduktu, kde jsou donor a akceptor spojeny miistkovym ligandem, pies
ktery se elektron pfendsi, z toho plyne omezeni na vzdalenost, pfes kterou se elektron
prenasi. Prikladem je nasledujici redoxni reakce (/) a jeji jednotlivé kroky (2)—(5),
str. 15, ve které se Co’" redukuje na Co™" a Cr*" oxiduje na Cr’*, a zaroven dochazi
k substituci ligandid v obou komplexech. Mechanismus pfenosu chloridového aniontu
z kobaltit¢ho komplexu na chromnaty komplex byl vysvétlen tim, Ze dochazi ke vzniku
ptechodného (z angl. transition) stavu, kde jsou oba komplexy spojeny pravé timto
chloridovym iontem (viz Obr. I, str. 15), ktery se nemiize dekoordinovat z prvniho
komplexu, dokud nedojde k redukci Co®" na Co®*, a zaroveii se nemize stabilné vazat
v druhém komplexu, dokud nedojde k oxidaci Cr*" na Cr’*. P¥ikladem reakce, pfi které
nedochazi k substituci ligandii mezi komplexnimi ¢asticemi je pfenos elektronu mezi

komplexnimi &sticemi [Fe(CN)]* a [Co(CN)s]*™ [2].
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CELKOVA REAKCE:
[Co(NH3)sCl]™ + [Cr(H,0)6)*" + 5 H;0™ — [Co(H0)6] > + [Cr(H,0)sCI1)*" + 5 NH,

JEDNOTLIVE KROKY REAKCE:
a) Tvorba meziproduktu (Obr. 1) s mistkovym ligandem:
[Co"(NH3)sC1] ™ + [Cr'(H,0)6]*" = [(NH3)sCo"(u-CHCr''(H,0)5]* + H,0

u-Cl — p oznacuje mustkovy ligand

b) Elektronovy prenos — samotna redoxni reakce:

[(NH3)sCo"(u-C1)Cr(H,0)s]*" = [(NH3)sCo"(p-CHCr"'(H0)s]*

¢) Samovolny rozpad meziproduktu na produkty:

[(NH3)sCo"(u-C)Cr(H,0)s]* = [Co"(NH3)s)*" + [Cr(H,0)sC1)*

d) Rychla hydrolyza kobaltnatého komplexu:
[Co"(NH3)s]*" + 6 H,0 = [Co"(H,0)6]*" + 5 NH;

B 1 4
NH; OH, *
HBN/ HEO,
‘, C] .
» »
| NH; | OH,
NH; OH,

(1

2)

3)

(4)

)

Obr. 1: Strukturni vzorec termodynamicky nestabilniho meziproduktu redoxni reakce (7).
Kobaltity komplex je spojen s chromnatym komplexem mistkovym ligandem, kterym je
chloridovy anion. Pfitomnost mistkového ligandu je typicka pro ptfenosu elektrond ,,vnitinim*

mechanismem. Obrazek pievzat ze zdroje [2] dne 23. 7. 2020.

Tento mechanismus vSak vétSinou neni aplikovatelny na biologické systémy,

ve kterych jsou elektrony pfendseny mezi redoxnimi misty, kterd jsou soucasti aktivnich

center proteinl, nebo mezi kofaktory enzymu s koordinovanymi kovovymi kationty.

Vzhledem ktomu, Ze tato mista byvaji obvykle lokalizovdna uvnitf objemnych

proteintl, které je svym zpisobem i chréni, je zamezena moznost vzniku pfechodného

stavu, kde by redoxni mista byla spojena chemickou kovalentni vazbou. Proto musi byt

elektrony prenaseny jinym mechanismem [1], [2].
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Mechanismus ,,vnéj§itho” ET je charakterizovan pienosem elektrond z donoru
na akceptor, pficemz partneti redoxniho déje nejsou spojeny mistkovymi ligandy.
Pti tomto déji se elektron pienasi prostorem obvykle na delsi vzdalenosti a je zésadni

prave pro vyse zminéné déje, tj. fotosyntézu, dychaci feté¢zec a mnoho dalsich [1], [2].

2.1.2 Mechanismy prenosu elektrond na delSi vzdalenost

Elektrony se v proteinech nebo i v celych multienzymatickych systémech ptendsi mezi
redoxnimi misty, kterdA od sebe mohou byt vzdalené az= 25 A [3]. V ptipadé
vicekrokového mechanismu popisovaném nize mohou byt vzdalenosti dokonce vétsi.
Pro ptekonani velkych vzdalenosti vyuzivaji elektrony dva konkurencni mechanismy:
primé jednokrokové kvantové ,,tunelovani* (z angl. tunneling) prostorem od donoru (D)
k akceptoru elektront (A) [D — A] nebo né€kolik po sobé nasledujicich jednokrokovych
ptenost tzv. ,,poskakovani (z angl. hopping) [D — X; — X; — ... — A], v nékterych
zdrojich [4] nazyvané téz vicekrokové ,tunelovani, kde X, ptfedstavuji meziprodukty,
ve kterych je elektron prechodné lokalizovan za vzniku struktury s neparovym
elektronem (radikal X°®) [5]. Z experimenti na modelovych peptidech vyplyva, ze
charakter meziproduktu, ,pfechodného mustku“, ma zasadni vliv na rychlost
intermolekularniho ptenosu elektront [6].

Elektron preferuje jeden z mechanismil v zavislosti na prostorovém uspotadani
redoxniho mista a na jeho vlastnostech. Pfi ,,tepelném elektronovém pienosu* (z angl.
thermal electron transfer) je uptednostnéno ,,poskakovani pfed ,,tunelovanim*, pokud
je energeticky rozdil (AE) mezi redoxnimi misty D a X mensi nez potencidlova bariéra

(Ec) [AE < Ec] mezi redoxnimi misty D a A. Vztah pro E¢ lze vyjadftit aproximaci (6):

Ec =~ (AG"/2) + (3/4) ks T-B-Rpa (6)

kde kg (s™') je rychlostni konstanta, 7' (K) termodynamicka teplota, 8 (A™") je rozpadova
konstanta, jejiz hodnoty v proteinech se pohybuji od 1,0-1,4 A-1. Vzdalenost donoru
a akceptoru je vyjadiena Rpa (A). Standardni reakéni Gibbsova energie A,G° je tzv.
,hnaci silou* reakce (z angl. driving force) [5]. Obvykle se A.G° vyjadiuje v joulech (J),
ale v nasledujicim textu budou hodnoty A.G° uvedeny v elektronvoltech (eV)

(1eV=1,602-10"J[7]).
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Funkéni zavislost standardni reakéni Gibbsovy energie na rovnovazném napéti

&lanku (Ewo,”) je vyjadiena rovnici (7):
AG =—zE ' F (7)

kde z je pocet elektronti vyménénych mezi donorem (D) a akceptorem (A), rovnovazné
napéti ¢lanku E,o,” (V) se da vyjadiit jako rozdil standardnich redoxnich potencialil
donoru (D) a akceptoru (A) a F je Faradayova konstanta (96 485 C-mol ™).

V biomolekulach se pi tepelném ET velikost A.G° pohybuje od —0,4 do 0,2 eV
[5], zalezi vSak na podminkach méfeni. Napt. ve vodnych roztocich nebo v organickych
rozpoustédlech je rozdilnd protonace aminokyselinovych postrannich fetézcli a také
orientace polarnich postrannich fetézci aminokyselin v prostfedi molekul vody
v blizkosti redoxnich mist. Vliv pH roztoku rovnéz muze tyto hodnoty podstatné
ovlivnit.

Aproximaci (7) lze pro vyjadieni potencidlové bariéry v proteinech jesté

zjednodusit na rovnici (8), za piedpokladu, Zze f~ 1 A" a teplota je = 300 K (= 27 °C):
Ec= (AG/2) + Rpa/50 (®)

Ptikladem ET v biologickych syst¢émech muze byt ETC, kde vzdalenost mezi
redoxnimi centry kofaktori je mensi nez 14 A (Rpa <14 A). Pro ET, kde ArGO =0eV
aRpa = 15 A, pak je dle rovnice (8) potencidlova bariéra mezi A a D rovna 0,3 eV
(Ec=0,3 eV). Energeticky rozdil mezi D a X (postranni fetézce aminokyselin, kde by
se mohl doc¢asné lokalizovat elektron) je vétSinou vétsi nez 0,5 eV, tzn. Ze energeticky
rozdil D a X je vétsi nez potencidlova bariéra (AE > Ec), proto je v takovém piipade

uptfednostnéno tunelovani [5].
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2.1.3 Poznatky ze studia prenosu elektront v proteinech
Obecné poznatky a piedstavy o mechanismu ET v biologickych systémech byly ziskany
na zaklad¢ studia modelovych proteinti

Do studia mechanismu ET vyrazné pfispéli H. B. Gray a J. R. Winkler, ktefi
popsali kinetiku a definovali kinetické parametry téchto d€ji na modelovych ptikladech.
ET se vétSinou nedd studovat piimo na ptirozenych proteinech, proto se prednostné
vyuziva jejich modifikace obvykle iontem pfechodného kovu, ktery simuluje jedno
z redoxnich mist (donor nebo akceptor). Gray, Winkler a dalsi spolupracovnici zvolili
jako jeden z modelovych ptikladii bakterialni protein azurin. Azurin ve svém aktivnim
misté koordinuje ion médi typu T1 (viz Kapitola 2.2.2, str. 32). Tvar koordina¢niho
okoli je zavisly na oxida¢nim stavu médi. Stabilnéjsi komplex s koordina¢nim ¢islem
pét, ktery ma tvar deformované trigonalni bipyramidy vykazuje spiSe méd’naty kation
Cu?" skoordinovanymi aminokyselinovymi zbytky His*, His'", Cys''?, Met'*!
a karbonylem Gly”. Me&dny kation Cu'" upfednostiiuje spie koordinaci se tfemi
(His*, His'", Cys''?) ligandy ve tvaru trigonaln€ planarnim [3], [8].

ET indukovany elektromagnetickym zafenim' v modifikovaném azurinu
probihal mezi jednomocnym rheniem v komplexu, ktery byl uméle zaveden do proteinu,
a atomem jednomocné médi v aktivnim mist& proteinu [3], [5]. Na iontu Re' byly
koordinovany tii molekuly CO, jedna molekula 4,7-dimethyl-1,10-fenantrolinu (= dmp,
zangl. 4,7-dimethyl-1,10-phenantroline) a imidazol postranniho fetézce histidinu
vpoloze 124 (His'), ktery je lokalizovin na povrchu  proteinu
[Re!(CO)s3(dmp)(His'**)][3], viz Obr. 2, str. 19.

Pro vyzkum ET v proteinech byla vyuzita mistn¢ cilend zdména aminokyselin
(z angl. site directed mutagenesis). Threnonin v mist¢ 124 byl substituovan histidinem
(mutThr124His); histidin v mist¢ 83 byl substituovan za glutamin (mutHis83Gln)
avmisté¢ 122 primarni struktury byl substituovan Lys za Tyr, Trp anebo Phe
(mutLys122Tyr/mutLys122Trp/mutLys122Phe). Substituce téchto aminokyselin byla
provedena pro porovnani mechanismu ET v proteinu v zavislosti na charakteru

pfestupniho mustku (Tyr/Trp/Phe) ve vhodné vzdalenosti od donoru elektronu [3].

' ET indukovany elektromagnetickym zafenim (z angl. photoinduced electron transfer) predpoklada
pfenos elektronti z donoru, ktery je excitovan svétlem, na akceptor elektront. Schopnost se excitovat
elektromagnetickym zafenim, tj. dostat elektron na vyssi energetickou hladinu, ma napfiklad molekula
chlorofylu a. Tento d&j je zdsadni pfi pfemeéné svételné energie na energii chemickou, ptikladem jsou
anabolické dé€je fotoautotrofnich organismii, napt. fixace CO,.
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Obr. 2: Znazornéni struktury azurinu modifikovaného Re'. Aminokyselinové zbytky podilejici
se na koordinaci iontu Cu', po oxidaci Cu", jsou znézornény jako ty¢inkovy model (z angl.
sticks): atomy C svétle Sedé€, atomy N tmaveé modie, atomy O Cervené, atomy S zluté. lon Cu je
znazornén jako tmaveé modra kulicka. a) Prvky sekundérni struktury azurinu jsou znazornény
ve stuhové prezentaci nasledovné: o-helixy tyrkysové, B-skladané listy modfe, smycky bledé
modie. Komplex s rheniem: [Re'(CO);(dmp)(His'**)] je znazornén riizové. b) Znazornéni &asti
peptidu, podél kterého probihé elektronovy ptfenos. Aktivni misto azurinu obsahuje ion médi
typu T1 (Cu-T1), ktery je ve vzdalenosti 19,4 A od Re' koordinovaném v komplexu
[Rel(CO)3(dmp)(Hislz4)] = Re'L, dmp = 4,7-dimethyl-1,10-fenantrolin. Vzdalenost Re
od indolového kruhu Trp-122 je 8,9 A. Vzdalenosti byly zméfeny v programu PyMOL.
K vizualizaci proteinu a struktur v programu PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics
Systém, Version 2.3.3 Schrédinger, LLC) byla pouzita databaze PDB a struktura proteinu
oznaceného za 2170.

Komplex s jednomocnym rheniem byl excitovan elektromagnetickym zafenim,
viz rovnice (9), str. 20, ptfic¢emz elektron byl docasné lokalizovan v m-konjugovaném
systtmu dmp, tento d& se oznaduje za MLCT’. Tento excitovany systém je vSak
vrovnovaze se systémem, kde vznik aniontového radikalu dmp®  je pfipisovan
elektronovému prenosu z Trp'> a ion *Re" se dostava do svého zakladniho stavu Re',

viz rovnice (10), str. 20. Tryptofanovy kationtovy radikal (Trp'*%)*"

je redukovan
jednomocnou médi Cu', ktera se oxiduje na dvojmocnou Cu" [3], viz rovnice (11),

str. 20.

> MLCT znamené (z angl. metal-to-ligand-charge-transfer) ptenos naboje, obvykle elektronu,

z atomového orbitalu atomu kovu do molekulového orbitalu ligandu.
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MECHANISMUS ET V MODIFIKOVANEM AZURINU

a) Excitace Re' svételnym zifenim a do¢asna lokalizace elektronu na dmp

[Re!(CO)s(dmp)(His'**)-(Trp'*)-Cu'-azurin] —
[*Re"(CO)3(dmp*")(His'**)-(Trp'*)-Cu'-azurin] 9)

b) Rovnoviha excitovaného systému se systémem, kde se *Re'" deexcituje na Re'
[*Re"(CO)3(dmp*")(His'**)-(Trp'*)-Cu'-azurin] =
[Re!(CO)s3(dmp*®)(His'**)-(Trp'*)*"-Cu'-azurin] (10)

+ .
12)** ha Trp'??, oxidace Cu' na Cu"

¢) Redoxni reakce: redukce (Trp
[Re'(CO)s(dmp®)(His'**)~(Trp'*)**-Cu'-azurin] —
[Re'(CO)3(dmp®)(His'**)~(Trp'**)-Cu"-azurin] (11)

122 (él

Ptedpoklad pribéhu mechanismu ET pomoci ,,poskakovéani pies Trp
Tyrm/Phem) byl potvrzen a mechanismus dvoukrokového ,,poskakovani®,
tzn. Cu' — (Trp'*)*" — *Re", je v tomto systému az 300% rychlejsi (dle literatury [5]),
nez kdyz by byl upfednostnén mechanismus ,tunelovani®, tzn. Cu' — *Re'.
Podminkou pro dvoukrokovy mechanismus ET na vzdalenosti vétsi nez 20 A je, aby
rozdil standardni Gibbsovy reakéni energie (A,G") prvniho endergonického kroku nebyl
vétsi, nez 0,2 eV. Vtomto piipadé je A.G® pfimo Gmérna energetickému rozdilu

122)**/(aminokyselina'**)’ a *Re"L/Re'L, kde L predstavuje ligandy

(aminokyselina
komplexu [3].

Rentgenostrukturni analyza modifikovaného azurinu ukdzala, Ze vzdalenost
redoxnich mist, tj. Re a Cu, je 19,4 A a vzdalenost Re a Trp'** je 8,9 A. Potencialova
bariéra (Ec) mezi donorem a akceptorem byla stanovena vypoctem [5] a jeji hodnota je
piiblizng rovna 0,15 eV. Energeticky rozdil (AE) (Trp'**)*"/(Trp'**)° a *Re"L/Re'L
odpovidd zhruba —-0,03 eV, tzn., ze AE < E¢, coz odpovidd predpokladanému
mechanismu ,,poskakovani‘ [5].

Pokud je vpoloze 122 fenylalanin (nebo tyrosin) energeticky rozdil (AE)
(Phe'?)*"/(Phe'*)’ a *Re"L/Re'L anebo (Tyr'**)**/(Tyr'*%)° a *Re"L/Re'L ma hodnotu
zhruba 0,17 eV, tzn., 7e je vy§§i o 0,20 eV neZ v proteinu s Trp'**. Pokud je

intermedidtem Tyr ¢i Phe, tak experimentalni vysledky pak ukazuji na velmi pomaly

;o . I . 122 «: 122 -
elektronovy pienos mechanismem ,,poskakovani“. ET v azurinu s Tyr “* ¢i Phe ™ je
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na pomezi podminky pro ,,poskakovani“; energeticky rozdil (AE) je vyS$i nez
potencidlova bariéra mezi Re a Cu (E¢), proto by mél byt z kinetického hlediska (tzn.,
reakce by byla rychlejsi) upfednostnén spiSe mechanismus jednokrokového
LHtunelovani® [5].

Dalsim ptikladem vyuziti modifikovaného proteinu pro studium ET, je
cytochrom ¢ modifikovany rutheniem. Ruthenity fragment Ru'(NH;)s byl koordinovan
na histidin v poloze 33 na povrchu proteinu za vzniku [(NH;z)sRu"(His*)-Fe"-cyt c].
Kineticka studie Winklera a Graye z roku 1982 byla definitivnim dikazem existence
transportu elektronti na dlouhou vzdalenost. ,,Flash® fotochemicka indukce vstupu
elektronu do takto modifikovaného cytochromu ¢ vedla ke vzniku intermediatu
[(NH;)sRu'(His* )-Fem-cyt c], ktery zpétné relaxoval do termodynamicky stabilniho
produktu [(NH3)5RuIH(His33)-FeH-cyt c]. ReSeni struktury proteinu ukazalo, Ze

" na Fe' bylo

vzdalenost Ru a Fe je 18 A a jedinou moZnosti transportu elektrond z Ru
kvantovou mechanikou popsané ,,tunelovani* [3], [4].

Winkler a Gray charakterizovali v nasledujicich letech ET s vysokou ,hnaci
silou® A,G” u vice nez 30 proteind, které byly modifikovany rutheniem, a u kterych se
vzdalenost donoru a akceptorovu, Rpa, pohybovala v rozmezi 1,2-2,6 nm, tj. 12-26 A.
Doba dé&je se pohybovala v rozmezi cca 7 tadu [9], viz Obr. 3a), str. 22.

Pii studiu ET v proteinech je zavislost doby transportu na vzdéalenosti
ovliviiovana mnoha faktory. Postranni fetézce aminokyselin jsou fyzikalné, ale
1 chemicky odlisné, ovliviiuji tak i findlni tercidlni strukturu proteinu. V piipadé¢ stejné
vzdalenosti donoru a akceptoru redoxniho paru, ale rozdilné dominujici sekundarni
struktury (B-skladaného listu nebo a-helixu) je zdvislost zcela odlisna, viz Obr. 4a),
str. 22. Odlisnosti ve funkéni zavislosti doby ET na vzdélenosti jsou patrné
1 v systémech, ve kterych donor a akceptor jsou spojeny strukturné stejnorodou a piesné
definovanou ,,spojkou‘, napt. nasycenym uhlovodikovym nebo xylenovym fetézcem

[4], [9], viz Obr. 3b), str. 22.
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Obr. 3: Zavislost doby ET na vzdalenosti donoru a akceptoru elektronii.

a) Vysledky studia kinetiky ,.intraproteinového* ET v proteinech modifikovanych rutheniem:
azurin modifikovany rutheniem (modré kruhy); cytochrom ¢ (Cervené kruhy); myoglobin (Zluté
trojuhelniky); cytochrom bse, (zelené Ctverce); Fe-S protein s vysokym potencidlem, z angl.
High-Potencial Iron-Sulfur Protein = HiPIP (oranzové kosoctverce); ,,interproteinového*
prenosu v krystalu Fe:Zn-cytochromu c¢ (fialové trojuhelniky). b) Vysledky studia kinetiky ET
v ruznych prostfedich: vakuum (Cerna); zmrzly 2-methyltetrahydrofuran = MTHF (tmavé
modrd); led (azurovd); zmrzly toluen (zelend). Zaroveinn jsou Cervené (xylylovy mustek),
oranzov¢ (alkylovy mustek) a zlut€ (B-skladany list azurinu modifikovaného rutheniem)
zndzornény rozdilné zavislosti dle struktur a mustkl, ptfes které ptenos probihd. Obrazky
ptevzaty ze zdroje [9] dne 6. 4. 2020.
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Obr. 4: Zavislost doby ET na vzdalenosti donoru a akceptoru elektront. a) Piedpovéd
zavislosti doby ET na vzdalenosti donoru a akceptoru v proteinu. Strmost pfimky je dana
sekundarni strukturou proteinu. b) Zavislost doby ET na vzdalenosti donoru a akceptoru
v azurinu modifikovaném rutheniem. Ruthenium je koordinovano v odlisnych vzdalenostech
od aktivniho centra proteinu. Vedle zjisténé zavislosti, kde je rozpadové konstanta rovna 1,1 A™
(B=1,1 A"), je v grafu znazornéna predpovidana funkéni zévislost ¢asu na vzdalenosti podél p-
skladaného listu s rozpadovou konstantou = 1,0 A™'. Obrazky pievzaty ze zdroje [10] dne 9. 7.
2020.
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Ptestoze struktura sbaleného (z angl. folded) proteinu vyznamné ovliviiuje dobu
ET, Winkler a Gray byli schopni zmé&fit zavislost rychlostni konstanty na vzdélenosti
donoru a akceptoru [Rpa], viz Obr. 4b), str. 22, pouze na jednom proteinu, azurinu
izolovaného z gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa. V tomto proteinu bylo

111 o ’ r . r
) vraznych vzdalenostech od jednomocné

koordinovano trojmocné ruthenium (Ru
médi (Cu') v aktivnim mist& azurinu [9], viz Obr. 5.

Azurin obsahuje kromé histidint His*® a His'"’, které se podileji na koordinaci
jednomocné médi (Cu'), dalsi 2 histidiny, z nichz pouze His® je na povrchu proteinu

a je schopny se koordinovat atomem dusiku imidazolového kruhu na Ru™

pouzitého
komplexu. Proto bylo navrzeno pét mutantnich proteini se zaménou aminokyselin v -
skladaném listu za  histidiny v riznych vzdéalenostech od aktivniho mista:
mutGInl107His (glutamin v poloze 107 byl substituovan histidinem), mutMet109His,
mutLys122His, mutThr124His a mutThr126His. DalSimi ligandy, které koordinuji
trojmocné ruthenium, jsou dvé molekuly 2,2"-bipyridinu (bipy) a imidazolovy kruh
histidinu v poloze 83 [(bipy)zRuHI(Hisg3)-Cul—azurin], viz Obr. 6, str. 24,
a v ptipravenych pozménénych proteinech v polohach substituce X, kde X = 107, 109,
122, 124, 126 [(bipy),Ru"(His*)-Cu'-azurin] [3], [9]. Schematicky je znazornéna

vzdalenost donoru a akceptoru v modifikovanych azurinech na Obr. 5.

Azurin Roa [A]
—Ru'"'(His")-Cu'- | 15,9
1 RuCu, A —Ru"'(His*)-Cu- | 16,9
: Ra"(His™)-Cu— | 17,9
~Ru"'(His"™)-Cu™- | 20,6
—Ru"'(His'")-Cu'- | 25,7
a) —Ru"(His"%)-Cu'- | 26,0

Obr. 5: a): Vzdalenost Rpa (vyjadiena v A) donoru a akceptoru, tj. Cu' a Ru"™, a ,,patefni«

(z angl. backbone) struktury azurini, kde modrou barvou je vyznaceno koordinacni okoli
jednomocné meédi a oranzovou barvou koordinacni okoli trojmocného ruthenia, které je
koordinovano atomem dusiku imidazolového kruhu histidinu v polohach znazornénych
v primarni sekvenci proteinu. b) Tabulka hodnot vzdalenosti Rpa u jednotlivych mutantnich
azurind. Obrazek a data pfevzata ze zdroje [9] dne 17. 5. 2020.
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Obr. 6: Znazornéni struktury azurinu modifikovaného trojmocnym rutheniem Ru™.

Aminokyselinové postranni fetézce: His''’, His*, Cys'"? podilejici se na koordinaci Cu' (ion
médi po oxidaci na Cu" upfednostiiuje koordinaéni okoli s dal§imi dvéma ligandy: Met'*,
Gly™), jsou znazornény jako ty¢inkovy model (z angl. sticks): atomy C svétle $edg, atomy N
tmavé modfe, atomy O Cervené, atomy S Zluté. Kation Cu je zndzornén jako tmav€é modra
kulicka. a) Prvky sekundarni struktury azurinu jsou zndzornény ve stuhové prezentaci
nasledovné: a-helixy tyrkysove, B-skladané listy modfe, smycky bled¢ modie. Komplex
s rutheniem: [Ru"(bipy),(His™)] je znazornén oranzové. b) Aktivni misto azurinu obsahuje
kation médi typu T1 (Cu'-T1), ktery je ve vzdalenosti 17,1 A od trojmocného Ru™
koordinovaném v komplexu [Ru"(bipy),(His*)] = Ru"'L, bipy = 2,2'-bipyridinu. Vzdalenost
byla zmétena v programu PyMOL. K vizualizaci proteinu a struktur v programu PyMOL (The
PyMOL Molecular Graphics Systém, Version 2.3.3 Schrodinger, LLC) byla pouzita databaze
PDB a struktura proteinu oznaceného za 1JZE.

V piipravenych proteinech byla méfena zavislost doby ET podél B-skladaného

listu (Cu' — Ru™

) na vzdalenosti redoxnich mist Rpa, kde D je jednomocna méd’ (Cu')

11T . 1 : 1T 1T
), tj. Cu’ se oxidovala na Cu” a Ru se redukoval

a A je trojmocné ruthenium (Ru
naRu". PH méfeni byly optimalizovany podminky: standardni reakéni Gibbsova
energie (A.G°=-0,7 eV) a rozpadova konstanta (8 = 1,1 A™"), viz Obr. 4b), str. 22.
Ve zvolenych experimentédlnich podminkach byla zavislost doby ET na vzdalenosti
redoxnich mist podobna vySe uvedenym ptikladiim, kde redoxni mista byla propojena
alifatickym nasycenym fetézcem [—(CHy),—] [3], [9], viz Obr. 3b), str. 22 (oranzova
a zluta plocha).

Ze studia ET systéma donor-mustek-akceptor vyplyvaji zakonitosti, které jsou

aplikovatelné 1 na pfirozené systémy pienosu elektronit v proteinech. Z vyzkumu

Winklera, Graye a spolupracovnika [4], [9], stejné tak z vyzkumu Cordese a dalSich,
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kteti se také zabyvali studiem intramolekularniho ET mechanismem ,,poskakovani*
v peptidech [6] vyplyva, ze aromaticky charakter ,,pfestupniho miustku“ zajistuje
rychlejsi ptenos, na rozdil od alifatickych uhlovodikii ¢i alifatickych postrannich fetézca
aminokyselin. Pfenos pies aromatické struktury je dobfe patrny i v odliSném systému
od proteinti, v dvousroubovici DNA. Uvnitf Sroubovice jsou nad sebou umistény
heterocyklické baze s delokalizovanymi elektrony, které vytvari tzv. patrové interakce,
z anglické literatury oznaCované za ,,m-w stacking interaction*. Na zaklad¢ porovnani
hodnot ionizac¢nich energii alifatickych (= 9,6 eV) a aromatickych aminokyselin
(Phe: 9,4 eV; Tyr: 8,5 eV; Trp: 7,8 eV) se predpoklada, ze v proteinech budou pro
prenos elektronti upfednostiiovany aromatické aminokyseliny pted alifatickymi [4].
Obdobné¢ vliv aromatickych aminokyselin na ptenos elektronil ilustruje vyskyt
aromatickych aminokyselin v Sesti tfidach enzymt, kdy nepiekvapivé nejvyssi Cetnost
aromatickych aminokyselin vykazuji oxidoreduktasy. Vysledky jsou vysvétlované tim,
ze hlavni ulohou oxidoreduktas je ET, a jak jiz bylo zminéno, aromatické postranni
tetézce ET urychluji. Pficina tak vysoké Cetnosti Trp, Tyr (ligasy maji také relativné
vysokou cetnost Tyr) a Phe v oxidoreduktasiach se bohuzel obtizné zkoumad, protoze
substituce aromatickych aminokyselin za alifatické méni aminokyselinovou sekvenci
oxidoreduktas, které¢ tim ztraci svou primarni funkci (oxidovat/redukovat substrat).
Kinetické parametry je mozné zkoumat pouze u proteinil, které maji vysokym obsah
aromatickych postrannich fetézc v porovnani s proteiny, které jich obsahuji velmi

malo [4].

2.2 Proteiny obsahujici méd’

Druhym (po zeleze) nejhojnéji se vyskytujicim piechodnym kovem v Zivych
organismech je méd, ktera se vyskytuje v organismu v fadech ppm (1 ppm = 1 mg
v 1kg/l1 dm® vodného roztoku), u 70 kg ¢lovéka se uvadi mnozstvi ~ 70 mg. Je
klicovym kofaktorem tfady enzymu a proteind, které¢ se ucastni ET (modré proteiny),
uskladnéni a transportu kysliku (hemocyanin) ¢i transportu médi (ceruloplasmin).

Proteiny obsahujici kovy se oznacuji za tzv. metaloproteiny [11]-[13].

2.2.1 Koordina€ni vlastnosti médi
Méd’ je relativné malo reaktivni prvek v porovnani s ostatnimi d-prvky. Vyskytuje se
predevsim ve dvou oxidac¢nich stupnich +I a +II. Obecné je stabilngjsi méd’ s oxidacnim

¢islem +II. Standardni redoxni potencidly reakci vypovidaji o schopnosti redukované
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siln€j$im redukénim c¢inidlem je redukovand forma. Hodnoty standardnich redoxnich
potencialdl (E’.red) pro patfiéné poloreakce jsou uvedeny u rovnic (12, 13, 14).
Ve vodném roztoku je ion Cu' nestdly a disproporcinuje dle rovnice (15), ktera je

kombinaci poloreakci (12) a (14) [14].

Cu (agq) +e = Cu’(s) Eloxirea=+0,52V (12)
Cu*' (aq) +2 ¢ = Cu’ (s) Eloxirea=+0,34V (13)
Cu*'(aq)+1e = Cu' () Eloxrea=+0,15V (14)
2 Cu’ (aq) = Cu®* (aq) + Cu’ (s) (15)

Aby  nedochdzelo  kdisproporcionaci,  ktera  je  termodynamicky

upfednostiiovana, miize byt Cu' stabilizovana nékolika zptsoby, jako je srazeni
na nerozpustnou sul, napt. CuCl, nebo, ve vodném roztoku, tvorba komplexni Castice,
jako je napt. [Cu(CN),]* [14].

V nésledujicich odstavcich budou struéné popsany mozné oxidacni stavy médi.

Cu" se vyskytuje velmi vzacné napf. ve formé Cs,[CuFg], ion [CuFe]* tvoii
nizkospinovy komplex, ligandy jsou umistény ve vrcholech oktaedru, ale diky Jahn-
Tellerové distorzi je geometrické okoli charakteru tetragonalni bipyramidy [14].

Oktaedrické okoli je typické pro Cu™ v komplexech Cs3[CuFs] nebo K3[CuFg].
Ctvercové planarni koordina¢ni okoli ma Cu' ve slou¢eninach K[CuO,] a K7[Cu(IO¢)].
Mezi ligandy, které méd v oxidacnim stavu +III stabilizuji, patfi 1,2-dithiooxalat.
Komplexni ~ anion  [Cu"(C,0,S;);] snadno  podléha  fotoindukovanému
dvouelektronovému intramolekularnimu ptenosu, pii kterém dochazi ke St€peni vazby
C—C auvolnéni 2 ekvivalentl SCO [14].

Pro m&d’ v oxida¢nim stavu +1I konfigurace ¢’ je znama cela fada jednoduchych
1 komplexnich slou¢enin. Oktaedrické uspofadani je deformovéano Jahn-Tellerovou
distorzi, avSak vysledny tvar koordinaéniho okoli zavisi 1 na kationtech:
napf. u sloudeniny [Ph4P][CuCls] tvoii anion dimer, ale u K[CuCl;] je Cu"
v deformovaném oktaedrickém okoli. Velmi bézné jsou také komplexy s O- a N-

donorovymi ligandy, obvykle dominuje koordinacni C¢islo 4 (tetraedr, ctverec),
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5 (trigonalni bipyramida, tetragonalni pyramida) nebo 6 (oktaedr, trigonalni prisma)’.
Deformované tetraedrické uspotadani vykazuje komplex s koordinovanymi N-methyl-
imidazoly [CuCly(Meim),], viz Obr. 7a). Koordinaci do tetragonalni pyramidy ma
komplexni kation [Cu(NCS-N)(triethylen-tetraamin)]® s chelatujicim ligandem, viz
Obr. 7b), ktery koordinuje méd’ tetradentatn€. V tomto komplexu se na méd miize
slabou interakci do druhé axialni polohy koordinovat molekula H,O za vzniku

deformovaného oktaedru [14].
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Obr. 7: a) Deformované tetraedrické usporadani komplexu [CuCl,(Meim),] a strukturni vzorec
N-methylimidazolu; b) strukturni vzorec triethylen-tetraaminu, ligandu, ktery koordinuje Cu"
tetradentatné. Obrazek pievzat ze zdroje [14] dne 6. 6. 2020.

Méd’ v oxidatnim stavu +I ma konfiguraci @'’ a tvoii jednoduché i slozit&jsi
sloueniny. Na stabilitu Cu' a Cu" v roztoku maji vliv latky rozpusténé v rozpoustédle
(ionty, ligandy). Redoxni rovnovéha mezi Cu' a Cu" se vyuziva i ke zjisténi ptitomnosti
redukujicich sacharidii v roztoku. Do roztoku se pifidava tzv. Fehlingovo cinidlo
obsahujici CuSO4-5H,0, NaOH a vinan sodno-draselny, ktery méd’ komplexuje. Cu® se
v pritomnosti redukujicich sacharidti (napt. glukosa) redukuje za vzniku Cu,O, béhem
reakce dochdzi k barevné zméné zmodré na oranzovou az cervenohnédou.
V komplexnich slou¢eninach Cu' vykazuje nejcastéji tetraedralni koordinaci
(napt. [Cu(CN),]*), ale mozna je i koordinace pouze ti ligandd do trigonalng
planarniho uspofadani (napf. [Cu(CN);]*). Cu' je zarovenh mékkou® kyselinou, ktera

tvoti stabilni komplexy s mé€kkymi donorovymi atomy jako je sira nebo fosfor, nicméné

* V zavorkach jsou uvedeny tvary koordina¢nich &astic typickych pro dana koordinaéni &isla v obecnych
souvislostech, méd’ v oxida¢nim stavu +II preferuje jen n€které z nich.

* Tento pojem vychézi z definice teorie tvrdych a m&kkych kyselin a bazi. Tvrdé kyseliny/baze jsou
takové, které maji maly polomér s relativné vysokym nabojem a jsou slabé polarizovatelné, zatimco
meékké kyseliny/baze maji velky polomér, maly naboj a jsou silné polarizovatelné. Tvrdé kyseliny
(kovové kationty) tvoii stabilnéjsi komplexy s tvrdymi bazemi (ligandy) a naopak. Zatazeni jednotlivych
centralnich atomi a ligandti do tfid neni piesné definované.
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komplexy s O- a N-donorovymi ligandy jsou také znamé. Velmi zajimavy je z hlediska
koordinace komplex Cu' s makrocyklickym ligandem obsahujicim 6 atomi siry,
vzhledem k tomu, Ze Cu' upfednostiiuje tetraedralni okoli, koordinuji se pouze

na 4 z nich [14], viz Obr. 8., str. 28.
f\(fa og I/\S/\I
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Obr. 8: Koordinace makrocyklického ligandu 1,4,7,10,13,16-hexathiocyclododedekanu
na Cu(I) do tetraedru a strukturni vzorec ligandu. Obrazek pievzat ze zdroje [14], [15] dne 13.
6. 2020.

2.2.2 Typy kationti médi v proteinech a enzymech

Kationty médi, které se vyskytuji v proteinech, tedy pfedev§im jednomocna
a dvojmocnd méd’, vykazuji specidlni vlastnosti v zavislosti na svém koordina¢nim
okoli. Standardni redoxni potencial paru Cu*"/Cu" mé&feného ve vodném prostiedi proti
standardni vodikové elektrod¢ nabyva hodnoty 0,15 V, zatimco v proteinech mtiZe jeho
hodnota vlivem rtiznorodého prostfedi aminokyselin a koordina¢niho okoli nabyvat
hodnot i vy$§ich nez 0,5 V [11].

Proteiny obsahujici kationty médi se v druhé poloviné 20. stoleti zacaly délit
do tfi tfid dle spektroskopickych vlastnosti, které odrazi jeji geometrické usporadani
a elektronické vlastnosti: T1 (tzv. modrd méd’, z angl. blue copper), T2 (tzv. normalni
,ne-modrd™ méd’, z angl. normal copper, , non-blue‘ copper) a T3 (protein obsahuje
dinukledrni komplex se dvéma kationty médi, zangl. coupled binuclear copper
centres). V nasledujicich letech byla zavedena jesté jedna tfida: klastry T2/T3, proteiny
spadajici do této tfidy koordinuji 3 kationty médi do trinukledrniho komplexu, z angl.
trinuclear copper cluster. Klastr vznika spojenim typu 2 (T2) a 3 (T3) [11]. Shrnuti
vlastnosti typd T1, T2, T3 a klastrGt T2/T3 a ptiklady proteinll a enzymil jsou popsany
v Tab. 1, str. 29.
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Tab. 1: Shrnuti vlastnosti a zakladnich poznatkG o aktivnich centrech proteini a enzymut
obsahujicich m&d’. Charakteristiky pfevzaty a pteloZeny z tabulek ze zdroju [11], [13] dne

13. 6. 2020.
TYPY KATIONTU MEDI
VLASTNOSTI
Typ 1 (T1) Typ 2 (T2) Typ 3 (T3) Klastr T2/T3
Nuklearltasl Mononukledrni Mononuklearni Dinuklearni Trinuklearni
komplexu
, Aktivace O,
Kata!y.za pro transport a | Aktivace O,
a aktivita . . .
Funkce Ptenos elektrond v redoxnich oxygenaci jako oxidacni
. hemocyaninu, | ¢inidlo
reakcich .
tyrosinace
Tzv. malé ,,modré*
proteiny (azurin,
giitggin;iztd')’ Aminoxidasa,
Zéstupci atomy médi (z angl. leaktoga(tiox1dasa, Hemgcyamn, Enzymy s vice
; peroxi tyrosinasa atomy medi
multicopper) dismutasa
jkobsahujici
kombinaci vice
typt Cu
Tvoické Cu’": 3 nebo 4
ANV OR fipadné u”': 4 nebo u': 3 nebo u':
yp pipadné 5 Cu®*:4nebo5  Cu':3nebod4 | Cu':3
koordinacni cislo o
u azurini)
Trigonaln¢ planarni
nebo deformovany | Ctvercove Atomy medi
tetraedr (pfipadné planarni nebo Trigonalné ou Y
Tvar komplexu | deformovana deformovana planarni nebo Ju sporadany do
trigondlni tetragonalni tetragonalni tropﬁhelnikyu
bipyramida pyramida )
u azurinit)
Ligandy Cys, His, (Met) His, Asp (Tyr) His (Tyr) His
Ir;zanil\érébar?rsg)mce Intenzivni Intenzivni
l() yjimecné pii Slaba absorpce absorpce pri absorpce
Absorpee svétla | \* P aba absorp 2=300-400 v oblasti Vis;
A =450 nm); piiA =700 nm am. LMCT LMCT
(CyS — Cu2+) 2 2

Kation médi — typ 1 (T1)

Proteiny s koordinovanou médi typu T1 absorbuji svétlo o vinové délce (1) cca 600 nm

s molarnim absorpénim koeficientem (¢) = 5000 mol -dm’-cm™', viz Obr. 9. str. 30.

Tento absorpéni pas vznikd v disledku LMCT®, tj. prenosu elektronu z molekulového

® Nuklearita komplexu vyjadfuje podet centralnich atomii, nej¢astji pocet atomii prechodnych kovi,

které jsou v komplexu koordinovany s ligandy.
LMCT znamena (z angl. ligand-to-metal charge-transfer) pienos naboje, nejcastéji elektronu,

6

z molekulového orbitalu ligandu na centralni atom (obvykle pfechodny kov).
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orbitalu thioladtové siry cysteinu do molekulového orbitalu médi, coz vede k jejich
modrému zbarveni. Me&d’ je koordinovdna dvéma histidiny a jednim cysteinem
do trigonaln¢ planarniho tvaru, ale vétSinou se do axialni polohy koordinuje navic atom
siry methioninu, ktery je obvykle ve vétsi vzdalenosti. Ligandy jsou uspoiadany
ve tvaru deformovaného tetraedru (pro azuriny je typicka slaba koordinace karbonylu

Gly do paté polohy za vzniku deformované trigonalni bipyramidy [8]) [11].

1.4x10° 4
T 122104 | 1
g i £,,.=3600 M cm
: 1.0x10° 4 bIN
=
-  B.Ox10’A
5 6ox10°-
S 3
— 4.0x10° 4
W ]
2.0x10° -
0.0 e —
200 400 600 800 1000

A [nm]

Obr. 9: Typické zavislost molarniho absorpéniho koeficientu [mol '-dm’-cm '] na vinové délce
[nm] pro tzv. modré proteiny v oxidovaném stavu (Cu"). Pro tyto proteiny je typicky pés
s absorpénim maximem pii vinové délce 4 = 600 nm a moldrnim absorpcnim koeficientu
£~ 5000 mol '-dm’-cm™". Obrazek pievzat ze zdroje [13] dne 23. 7. 2020.

Mononuklearni azuriny, plastocyaniny, stellacyaniny, amycyanin a rusticyanin
patii mezi proteiny obsahujici Cu-T1, které se podileji na intermolekuldrnim ET.
Na intramolekularnim ET se podileji enzymy s vy$Sim poctem kationtl médi, z angl.
multicopper enzymes, jako napiiklad askorbéatoxidasa (AQO), bilirubinoxidasa (BOD),
lakasa (Lc), Cu-nitritreduktasa, ceruloplasmin (Cp), které oxiduji substrat pirijmutim
elektronu v aktivnim misté s monomolekularni médi T1 a pfenasi ho do trinukledrniho
klastru T2/T3. Vyjmenované enzymy, kromé¢ BOD, maji vice domén [11], [13], [16].

Prestoze je aminokyselinova sekvence proteinii s médi T1 shodna jen v 20 %,
jejich sekundarni struktura je téméf identicka. Tyto modré proteiny se oznacuji

za tzv. ,,cupredoxiny®. Jejich sekundarni struktura se sklada z osmi B-skladanych listi,
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které se formuji do antiparalelniho pB-soudku s motivem feckého klige’
(z angl. Greek Key beta barrel), jehoz topologie je znazornéna na Obr. 10. Dale
obsahuji jeden az dva a-helixy, které jsou umistény mimo jadro (z angl. core) B-

uspotadani [13].

Obr. 10: Diagram znazoriiujici topologii sekundarni struktury azurinu. B-skladané listy jsou
znazornény Sipkami, oa-helix je znazornény valcem, ligandy ionu médi jsou znazornény
modrymi mnohothelniky, atom médi typu T1 je znazornény fialove. Obrazek prevzat ze zdroje
[13] dne 14. 6. 2020.

Hodnoty standardnich redoxnich potencidll modrych proteini se pohybuji
od 183 do 800 mV. Tento vysoky rozsah je zpisoben koordinovanymi ligandy
v axialnich polohach u jednotlivych nativnich proteini. Proteiny, ve kterych se
koordinuje do axialni polohy na kationtu mé&di Gly, vykazuji obecn& niz§i E oyeq (190—
320 mV); ty, které koordinuji Met, maji vyssi potencial (183—670 mV). NejvysSim
E® e maji proteiny s vice kationty médi, ve kterych se do axialnich poloh nekoordinuji
zadné ligandy (354-800 mV) [13].

Azuriny jsou pravdépodobné nejvice zkoumanymi proteiny s koordinovanym
kationtem médi Cu-T1. Jednd se o pomérné malé bakteridlni proteiny o velikostech
0d9do 14 kDa (1 Da = 1 g'mol™') a zarovei jsou jedny z nejjednodussich, které
katalyzuji redoxni reakce v mikroorganismech (napf. v anaerobnim dychacim fetézci
bakterii ptrenasi elektrony z cytochromu ¢551 na nitratreduktasu). Azurin slouZzi jako
model pro zkoumani kinetiky ET, ale pro svou stabilitu a vratnou elektrochemickou
reakci se vyuziva i jako biosenzor druhého druhu, ktery se imobilizuje na elektrodu

a funguje jako prostfednik elektronového pienosu mezi elektrodou a redoxnim

7 B-soudek s motivem feckého kli¢e je typ antiparalelniho B-soudku, jehoz P-skladané listy nejsou
vSechny spojené vlasenkové (z angl. hairpin).
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systémem (coz mizou byt napi. enzymy) v roztoku [11]. Standardni redoxni potencial
Cu?"/Cu" azurinu izolovaného z bakterie Pseudomonas aeruginosa je 310 mV [13].
Na m&d’ typu T1 v redukovaném stavu Cu', ktera je soudasti aktivniho mista

v azurinu, se na hornim konci (viz Obr. 11) osmiietézového antiparalelniho B-soudku

117 112
)

. ., .. e . . 4 . o, .
koordinuji dva imidazoly histidinu (His* a His''”) athiolat cysteinu (Cys
do trigonaln¢ plandrniho uspofddani, tj. ion médi ma koordinacni Cislo tii.
V oxidovaném stavu se na Cu" mohou koordinovat slab§imi axialnimi interakcemi atom

121y a atom karbonylového kysliku z glycinu (Gly*). V tomto

siry z methioninu (Met
pripad¢é je koordinacni ¢islo médi v komplexu pét a geometrické okoli je tvaru
deformované trigonalni bipyramidy [8].

Azurin obsahuje jeden disulfidovy mistek Cys’-Cys®®, viz Obr. 11,
ve vzdalenosti 25,9 A od Cu-T1, ktery mize byt redukovan silnym redukénim &inidlem,

za vzniku druhého redoxniho centra, které umoznuje sledovat ET [17].

aktivni misto

b)
Hisll?/:y’,‘ ; “. -3
c) )Gly 45
Cys-Cys miistek |

Obr. 11: Znazornéni struktury nativniho azurinu bakterie Pseudomonas aeruginosa.
Aminokyselinové zbytky podilejici se na koordinaci kationtu médi jsou znazornény jako
ty¢inkovy model (z angl. sticks): atomy C svétle $ed¢, atomy N tmaveé modie, atomy O Cerveng,
atomy S zluté. Kation médi je znazornén jako tmaveé modra kulicka. a) Ve stuhové prezentaci
struktury azurinu je zvyraznéno umisténi disulfidového mustku Cys’-Cys™® a aktivniho mista
azurinu s kationtem Cu-T1. b) Preferované koordina¢ni okoli Cu'. ¢) Preferované koordinaéni
okoli Cu". Vzdalenosti byly zméfeny v programu PyMOL a jsou vyjadieny v jednotkach A.
K vizualizaci proteinu a struktur v programu PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics
Systém, Version 2.3.3 Schrodinger, LLC) byla pouzita databdze PDB a struktura proteinu
oznaceného za 4AZU.
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Kation médi — typ 2 (T2)

Proteiny s koordinovanou médi typu T2 absorbuji velmi slabé jen diky absorpci
zpusobené prechody elektronti v ramci d-orbitala. Aktivni centrum s médi typu dva se
vyskytuje ve vSech modrych enzymech s vysSim poctem atomu médi (AO, BOD, Lc,
Cp, Cu-nitritreduktasa), stejné tak v galaktosaoxidase (GalOD), Cu aminoxidase,

Cu superoxid dismutase [11].

Kation médi — typ 3 (T3)

Aktivni centrum s médi typu T3 obsahuje dva atomy meédi spojené mustkovym
ligandem. Protein je diamagneticky (vSechny elektrony jsou sparované), absorbuje
svétlo v oblasti kolem 330 nm (4 = 330 nm) a zaroveii je schopny fluoreskovat. Typ T3
je opét typicky pro enzymy s vice atomy Cu, stejné tak pro katecholoxidasu (tyrosinasu)
a hemocyanin. Spojenim center T2 a T3 vznikaji klastry T2/T3 [11], které se vyskytuji
napiiklad ve struktuie enzymu lakasy, viz Obr. 12.

is-422 =t Hi
His-107 &‘ .\HIS-491

! ) _

493 N fr, 7 Met-502

Cu-T3 “\-7“"\ - z\
Cys—W%/‘j /
His-497

Cu-T1 %f
\ His-419

Obr. 12: Znazornéni typd médi T1, T2 a T3 na prikladu aktivniho centra enzymu lakasy
bakterie Bacillus subtilis. a) Struktura asymetrického monomeru lakasy se zfetelnym
zndzornénim koordinace Ctyf kationtd médi tmavé modrou barvou. b) Aktivni misto lakasy.
Kationty meédi jsou zndzornény jako tmavé modré kulicky. Cu-T1 je mononuklearni
paramagneticky ,,modry* ion médi, ktery absorbuje svétlo o 4 = 600 nm a udava lakase modré
zabarveni, typ T2 je monomolekularni paramagneticky ,,ne-modry* (z angl. non-blue) ion médi,
typ T3 se sklada zbinuklearniho diamagnetického paru ionti médi, které vykazuji spin-
spinovou interakci mezi svymi spinovymi magnetickymi momenty, absorbuji v UV oblasti
kolem 330 nm. Typ T2 a T3 spolu tvofi trinuklearni klastr T2/T3. Aminokyselinové zbytky
podilejici se na koordinaci jednotlivych kationtli médi jsou znazornény jako ty¢inkovy model
(z angl. sticks): atomy C svétle Sed¢, atomy N modfe, atomy O cCerveng, atomy S Zzluté.
Koordinac¢ni okoli jednotlivych typti médi je ve shod¢ s Tab. 1, str. 29. K vizualizaci proteinu
a struktur v programu PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics Systém, Version 2.3.3
Schrédinger, LLC) byla pouzita databaze PDB a struktura proteinu oznaceného za 3ZDW.
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V literatute se n€kdy uvadi jeste dalsi dva typy: binukledrni Cuy a tetranuklearni
Cuz. Typ Cuy, absorbuje siln€ pii vinové délce 480 a 530 nm a hraje vyznamnou roli
v prenosu elektroni. Méd” Cua koordinuji postranni fetézce His, Cys a piipadné Met.
Koordinacni okoli je trigonalné¢ plandrni. Piikladem muze byt cytochrom ¢ oxidasa. Typ
Cugy silng absorbuje pii vinové délce 640 nm, na kation mé&di se koordinuje His a S*
a vytvari se klastry se 4 kationty médi. Prikladem je enzym N,O reduktasa. Jednd se
o homodimer, ktery na jedné doméné vaze dinuklearni Cus a na druhé tetranuklearni

klastr Cuz-S [13].
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3 Cile prace
Z literarniho ptehledu vyplyva, Ze kinetika ET byla zkouména pfedevsim na proteinech,
které byly modifikovany komplexy s koordinovanymi kationty pfechodnych kovii.
Cilem této prace je syntéza ligandu, ktery by byl prvnim krokem k poodhaleni pouziti
makrocykla pro komplexaci ionth médi za vzniku komplexi, které mohou slouzit jako
nizkomolekuldrni modely aktivnich mist nativnich proteinti.

Navrhovany ligand, 1-[(1H-imidazol-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacyklononan (L™,
struktura ligandu je ukazana nize v Obr. 13), by mél predstavovat prvni velmi hrubé

pfibliZzeni koordina¢ni sféry kationtu médi typu T1 v aktivnim misté azurinu.

/\\
HN

J
)

Obr. 13: Struktura ligandu, 1-[(1H-imidazol-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacyklononanu (L
K vytvofeni struktury byl pouzit program ChemDraw Professional 16.0 (PerkinElmer
Informatics, Inc., Level Professional, Version 16.0.1.4).

IM) .

Cile prace:
- Syntéza 1-[(1H-imidazol-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacyklononanu (L™)

- Stanoveni acidobazickych vlastnosti ligandu (protoniza¢ni konstanty)
potenciometrickou titraci

- Stanoveni koordina¢nich vlastnosti ligandu (konstanty stability, distribu¢ni
diagramy) potenciometrickou titraci s vybranymi kationty pfechodnych kovl

- Stanoveni spektroskopickych vlastnosti méd’natého komplexu

- Stanoveni standardniho redoxniho potencidlu médnatého komplexu
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4 Material a metody

4.1 Pouzité chemikalie

Bezvody tetrahydrofuran, ktery byl pouzity pii syntéze 2-hydroxy-methyl-1H-
imidazolu (IM1), byl pfipraven pomoci kovového sodiku (3 dny michéni pii laboratorni
teplot¢ =RT, zangl. room temperature) s naslednou destilaci za normalniho tlaku.
Ostatni rozpoustédla nebyla pred pouzitim CiSténa ani susena. Ethanol a deionizovana
voda byly dostupné na Katedie anorganické chemie PifF UK. Chlorid
tetramethylamonny (NMesCl) a hydroxid tetramethylamonny (NMesOH) byly
pripravovany RNDr. Janou Havlickovou dle standardnich postupti pro ptipravu roztoki
k potenciometrickym titracim na Katedie anorganické chemie PiF UK. VSechny ostatni

chemikalie byly pouzity v ¢istoté p. a. (pro analyzu, z lat. per analysis) ¢i vys$si kvalite.

NAZEV VYROBCE ZEME
1,4,7-triazacyklononan CheMaTech Francie

1 H-imidazol-2-karbaldehyd Fluorochem Velka Britanie
2-methylpropan-2-ol (#-butanol, /BuOH)  Penta Ceska republika
Aceton Lach-Ner Ceska republika
Acetonitril Lach-Ner Ceska republika
Argon (99,99%) Linde Ceska republika
Bromovodik (33 %, w/w) v bezvodé Acros Organics  USA

kyseling octove

Deuterovana voda Eurisotop Velka Britanie
Deuterovany chloroform Eurisotop Velka Britanie
Diethylether Lach-Ner Ceska republika
Dichlormethan Lach-Ner Ceska republika
Di-#-butyl-dikarbonat Acros Organics  USA
Ethylacetat Lach-Ner Ceska republika
Hydrogenuhlicitan sodny Lach-Ner Ceska republika
Hydroxid draselny Lach-Ner Ceska republika
Hydroxid sodny Lach-Ner Ceska republika
Chlorid méd’naty (dihydréat) Lach-Ner Ceska republika
Chlorid sodny Lach-Ner Ceska republika
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Chlorid véapenaty (bezvody)

Chlorid zine¢naty (bezvody)
Chloroform

Chlorovodikova kyselina (35 %, w/w)
Jod

Methanol

Propan-2-ol (isopropyl alkohol, iPrOH)
Silikagel (0,035-0,070 mm, 60 A)
Siran sodny (bezvody)
Tetrahydridohlinitan lithny
Tetrahydrofuran

Toluen

Triethylamin

Trifluoroctova kyselina

Lach-Ner
Lach-Ner
Lach-Ner
Lach-Ner
Penta
Lach-Ner
Lach-Ner
Acros Organics
Lach-Ner
Sigma-Aldrich
Penta
Lach-Ner
Lach-Ner
Honeywell Fluka
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Ceska republika
Ceska republika
Ceska republika
Ceska republika
Ceska republika
Ceska republika
Ceska republika
USA

Ceska republika
USA

Ceska republika
Ceska republika
Ceska republika
USA



4.2 Pouzité metody a pristroje k charakterizaci pripravenych
latek

4.2.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Ptipravované latky byly analyzovany metodou TLC (z angl. thin-layer
chromatography) pied a po chromatografickém déleni smési. Tenkovrstva
chromatografie byla provadéna na hlinikovych destickach pokrytych vrstvou adsorbentu
(silikagel, tj. amorfni pdrovita forma Si0,), ktery predstavuje stacionarni fazi. Mobilni
faze byla zvolena na zéklad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti separovanych latek. Tyto
desticky jsou komer¢né dostupné pod nazvem TLC Silica gel 60 F,s4 (Merck) a jsou
impregnovany fluorescenénim barvivem. K detekci latek, které absorbuji nebo zhaseji
svétlo v dané oblasti UV, byla pouzita lampa UV (svétlo o vinové délce 254 nm) a
nasledné byla provedena detekce adsorpci par I, vuzaviené prachovnici. Konkrétni
expozicni udaje jsou uvedeny v syntetické ¢asti v zavorce ve formé ,,(typ adsorbentu;

sloZzeni mobilni faze v daném poméru), Ry = reten¢ni faktor dané latky*.

4.2.2 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Vsechna charakterizatni NMR spektra byla ziskana na NMR spektrometerech
dostupnych na Chemickém ustavu Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy. Spektra
'H a "°C byla m&fena na spektrometru BRUKER Ascend 400 o rezonanéni frekvenci
400 MHz. Pro méfeni 1D a 2D spekter pii teplot¢ 25 °C ve standardnich NMR
kyvetach opriméru 5 mm byly pouzity standardni pulzni sekvence vybrana
z piistrojové knihovny méficich sekvenci. Béhem méfeni °C spekter byl zapnuty
sirokopasmovy decoupling "H ({H'}), tj. odstran&ni vlivu spin-spinové interakce, ktera
zpusobuje vznik multipletim, které by komplikovaly analyzu dat. Pro ptipravu vzorki
NMR byla pouzita Cistd deuterovana rozpoustédla (CDCls nebo D,0O). Spektra byla
zpracovdna v programu MestReNova (Mestrelab Research S.L., Version: 12.0. 1-
20560). Jako reference byl v nevodném prostiedi pouzivan chemicky posun (6 [ppm])
»zbytkového* CHD,Cl. Pii méteni spekter ve vodnych roztocich byl do roztoku ptidan
(= 50 pl do 0,5 ml) jako interni standard #-butanol (-~-BuOH). Chemické posuny atomu
se 1isi v zavislosti na hodnot¢ pH meéfeného vodného roztoku, proto nebyla jako
reference pouzivédna ,,zbytkova®“ HDO. Ziskané hodnoty chemickych posunil 6 [ppm]

. 7y 1w v . 4 r 1 . . r r 13
jsou uvadény na dvé desetinnd mista pro H a na jedno desetinné misto pro ~C.
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4.2.3 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Charakterizace pripravenych latek pomoci MS byla provedena na hmotnostnim
spektrometru Bruker ESQUIRE 3000 s metodou ionizace elekstrosprejem (ESI,
z angl. electrospray ionization) a s pouzitym analyzatorem iontové pasti (IT, z angl. ion
trap) v pozitivnim moddu. Analyzované latky byly rozpustény v MeOH ¢i ACN,
ptipadné v CDCls, ¢i D,0, a nasledné byly zfedény do pozadované stopové koncentrace
pomoci MeOH. Pfi charakterizaci jednotlivych latek jsou uvedeny pouze intenzivni
signaly, které se daly jednoznacné piifadit a interpretovat. Vysledna data jsou uvedena
ve tvaru: ,,x (; [M+H]" ¢ [M+Na]")*, kde x zna¢i experimentalné ur¢ené hodnoty m/z,
tj. hmotnost/naboj, y znaci teoretickou hodnotu m/z uvedenou na jedno desetinné misto,
M je oznaceni pro molekulu, ktera byla analyzovana. Méfeni bylo provadéné

Mgr. Ondifejem Zemkem.

4.2.4 Rentgenostrukturni analyza (RTG)

Difrakéni data monokrystalu meziproduktu, di-z-butyl 7-[(1H-imidazol-2-yl)methyl]-
1,4,7-triazacycklononan-1,4-dikarboxylatu (IM3), byla ziskdna difraktometrem Bruker
D8 VENTURE Kappa Duo PHOTON100, ktery vyuziva zateni Cu-Ko (A = 1,54178 A).
Mg¢teni probihalo za teploty 150 K (chlazeni Cryostrea, Cooler, Oxford Cryosystem).
Data byla zméfena RNDr. Ivanou Cisafovou, CSc. Zpracovani dat proved]

doc. RNDr. Jan Kotek, Ph.D. v programu SHELXL.2014 ([18]).

4.2.5 Elementarni analyza (EA)

Elementarni analyza byla provedena jako servisni méfeni na Ustavu organické chemie
a biochemie AV CR v Praze na automatickém analyzatoru PERKIN ELMER 2400 II.
Obdrzené vysledky analyz podilu C : H : N : CI ve vzorku (primérné hodnoté ze 2-3

meéfeni) jsou uvedeny v syntetické ¢asti jako ,,namétend hodnota (teoretickd hodnota)®.
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4.3 Pouzité metody a pristroje k analyze acidobazickych,

koordinac¢nich a spektroskopickych vlastnosti latek

4.3.1 Potenciometricka titrace
Pomoci potenciometrickych titraci [19] byly stanoveny protonizac¢ni konstanty ligandu
(L™) a konstanty stability jeho komplexd.

Pii potenciometrickych titracich byly pouzity chemikélie nejvyssi kvality
dostupné z komercnich zdroji. Pro zamezeni absorpce CO, v méfeném roztoku byl
pouzit argon (99,99 %). Pro ptipravu roztoku byla pouzita deionizovana voda. Ligand
L™ byl syntetizovan, viz Kapitola 5.1, str. 45, bdhem této bakalafské prace. Zasobni
roztoky potiebné k titracim byly pfipraveny RNDr. Janou Havlickovou dle standardnich
postuptl pro provadéni potenciometrickych titraci na katedfe anorganické chemie PiF
UK.

Roztok ligandu o objemu 50 ml a koncentraci ~ 0,02 mol-dm™ byl pfipraven
nasledovné: na analytickych vahach bylo navazeno 0,3546 g L™ -2 H,0 -3 HCI (ligand
L™ ve form¢& dihydrat trihydrochloridu). Navéazka byla kvantitativnd prevedena
do 50ml odmérné baiiky. Pfesnd koncentrace ligandu v tomto zasobnim roztoku byla
stanovena béhem vypoctu protonizacnich konstant v programu OPIUM ([20], [21]).

Potenciometrické titrace byly provadény v termostatované cele (25,0 = 0,1 °C)
pfi konstantni iontové sile 0,1 mol-dm, kterd byla definovana pomoci chloridu
tetramethylamonného [/(NMesCl) = 0,1 mol-dm™]. Mgfeni probihalo v inertni
atmosféfe argonu ptivadéného nad titrovany roztok. Rozmezi pH pro titrace bylo = 1,6—
12,1. Rovnovazné napéti clanku bylo méfeno kombinovanou sklenénou-
argentchloridovou elektrodou (GK 240B) s pfesnosti na 0,1 mV pomoci pH metru
(PHM 240) nastaveného na funkci voltmetru. Objemy roztokll (zdsobni roztoky
ptipraveného ligandu, HCI, CuCl, a ZnCl,) a deionizované vody, které byly pouzité
k ptipravé titrovaného roztoku (o pocatecnim objemu = 5 ml), byly odméfovany
pistovymi byretami s mikrometrickymi Srouby (Vmax = 0,5, 1,0 nebo 2,5 ml;
AV =1 pl). Titraéni ¢inidlo, tj. roztok hydroxidu tetramethylamonného (NMe,OH)
o pfesné znamé koncentraci (0,22034 mol-dm ™), bylo piidavano automatickou byretou
o objemu 2 ml (ABU 900) a objem byl odecitan v tisicinach mililitru. VSechny pouzité
pfistroje byly dodany firmou Radiometer (Francie).

Pred zacidtkem méfeni bylo nutné elektrodu nékolikrat stfidavé ponotovat

do kyselého (1 mol-dm™ HCI) a bazického (1 mol-dm KOH) roztoku. Nasledng byla
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provedena kontrola a pfiprava aparatury: odstranéni bublin vzduchu =z hadice
automatické byrety; nastaveni proudu argonu z tlakové bomby; temperace aparatury na
spravnou teplotu. Vymyti (2x deionizovana voda, 2% aceton) a vysuSeni (za snizen¢ho
tlaku vodni vyvévou) méfici nddobky bylo provadéno po kazdém meéteni. Po vysuSeni
byly do nadobky pipetovany dané objemy roztokii pomoci pistovych byret
s mikrometrickym Sroubem. Kone¢né koncentrace ligandu v titrovanych roztocich byla
asi presn& 0,004 mol-dm™. Titrace byly provadény v molarnim poméru ion
kovu :ligand =1 : 1 a1:2. K nadobce byla pifipojena hadicka s argonem zhruba 1 cm
nad roztok a hadicka vedouci od automatické byrety, jejiz usti bylo ponoieno pod
hladinu titrované¢ho roztoku tésné¢ nad magnetické michadlo. Poté byla do roztoku
ponoiena osuSena kombinovana sklenéna elektroda.

Hodnoty rovnovazného napéti ¢lanku po jednotlivych ptidavcich titraéniho
¢inidla byly odecitany a zapisovany do pocitace automaticky pocita¢ovym programem
z baliku OPIUM. Automatické titrace byly naprogramované na zaklad¢ dat z titrace
provadéné ru¢né. Dle této runi titrace byl nastaven dévkovaci soubor pro fidici
program titraci, ktery obsahoval ptfikazy urcujici objem ptidavaného titraéniho cinidla,
dobu mezi ptidavkem a odectenim hodnoty rovnovazného napéti a dobu ukonceni
titrace. B&hem automatickych titraci byly vynechdvany oblasti v blizkosti bodu
ekvivalence. Diivodem vynechani téchto oblasti byla jejich pfili§ velka relativni chyba
v uréeni rovnovazného napéti clanku. Celkova doba vlastni titrace se pohybovala kolem
40-50 minut, kalibrace mezi jednotlivymi méfenimi trvaly 25-35 minut.

Kazd4 sada dat sestdvala minimalné¢ ze tfi statisticky shodnych vlastnich titraci.
Pocet bodi titra¢niho méfeni byl 40-80 v zavislosti na prub¢hu titracnich kiivky, a tedy
na nastaveni jednotlivych titraci dle davkovaciho souboru. Naméfené hodnoty slouzily
jako zdrojova data pro program OPIUM, kterym byly ziskany protoniza¢ni konstanty
ligandu a konstanty stability systému ligand : kation kovu. Program proklada
experimentadlné namécfené hodnoty funkci nelinearni regrese metodou nejmenSich
¢tverci. Jelikoz jsou kalibracni parametry elektrody casové proménné, tak pied i
po kazdé titraci byla provedena kalibrace elektrodového systému titraci, kterou byly

zjistény parametry kombinované elektrody dle rovnice (76):

E=FEo'+S log[H]+Js [H]+Js-Ky/[H'] (16)
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kde E je rovnovazné napéti ¢lanku (V), Emv0 je standardni rovnovazné napéti clanku
(déno rozdilem standardnich redoxnich potenciala elektrod) (V), Sje tzv. Nernstova
smérnice, koeficienty Ja a Jg popisuji kyselou a bazickou chybu indika¢ni sklenéné
elektrody a K, je iontovy soucin vody. Pro zaporny dekadicky logaritmus iontového
sou¢inu vody byla jako fixni hodnota dosazena pK, = 13,81 (iontova sila
I(NMe4Cl) = 0,1 mol-dm™, 25 °C), ktera byla pievzata z literatury [19].

Z titraci byly pomoci programu OPIUM urceny protonizacni konstanty ligandu
(L™), jejichz znalost je podminkou pro vypo&et konstant stability komplext, které byly
téz ziskdny pomoci programu OPIUM. Tato podminka plati pro ligandy, které maji

povahu kyselin &i bazi®, viz rovnice (17-21).

ROVNICE (17-19) popisuji postupnou protonizaci ligandu chemickymi rovnicemi
a matematickymi vztahy definuji postupné (konsekutivni) protonizacni konstanty
ligandu (obecné K,). ROVNICE (20) definuje K, a ROVNICE (21) definuje celkové
protonizacni konstanty ligandu () [19]:

Postupna protonizace ligandu (L)

L+H=HL K, =[HL]/([L] - [H]) (17)
HL +H = H,L K>=[H,L]/([HL] - [H]) (18)
Obecné:

Ho-pL+H=HL K, =[H,L]/ ((Hy L] - [H]) (20)

Celkové protonizac¢ni konstanty ligandu (,):

L+yH = HyL By=TH,L]/([L] - [HF) @2y

Komplexy vznikaji dle rovnic (22-24), str. 43. Je-li ve vodném roztoku ion kovu

(M), bude hydratovan (tzn., Ze se na n¢j koordinuji molekuly vody). Po pfidani

® Hranaté zavorky v rovnicich ozna&uji komplexni sloueniny, hranaté zavorky ve vztazich pro konstanty
stability a protonizacni konstanty zndzorfiuji relativni molarni koncentrace c¢astic v rovnovaze.
Predpokladem je, Ze aktivitni koeficient i-té slozky je jednotkovy, a proto 1ze aktivitu i-té slozky ztotoznit
s relativni molarni koncentraci. Pro nazornost nejsou uvedeny naboje jednotlivych ¢astic v chemickych
rovnicich i v matematickych vztazich.
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ligandu (L) dojde k substituci molekul vody za L. Postupnou substituci lze vyjadrit
nasledujicimi chemickymi rovnicemi (22—24), jejichz rovnovahy popisuji postupné
(konsekutivni) konstanty stability komplexi (K',). Celkova rovnovaznd konstanta

stability komplexu (£';) je dana sou¢inem postupnych konstant stability [22].

ROVNICE (22-24) popisuji vznik komplexti chemickymi rovnicemi a matematickymi
vztahy definuji postupné rovnovazné konstanty stability komplexti (obecné K').
ROVNICE (25) definuje K", a ROVNICE (26) definuje celkové rovnovazné konstanty
stability ligandu (f',) [22]:

[M(H0)4] + L = [M(H,O)sL] + H,O K'i = [M(H,0)sL] / ((M(H,O)g] - [L]) (22)
[M(H,0O)sL] + L = [M(H,0),L,] + H,O K’ = [M(H,0)4L,] / (IM(H,0)sL] - [L])  (23)
[M(H,0)Ls] + L = [MLg] + H,0 K's= ML / (IM(H,0)Ls] - [L]) (24)
Obecné:

[ML(; -] + L = [ML,] K= [ML,]/ (ML - y] - [L]) (25)

Celkova rovnovazna konstanta stability komplexu (f',):

xL+M = [ML,] Bx=IML.] /(L] - [M]) (26)

Obecny vztah mezi postupnou protoniza¢ni konstantou (K,) a celkovou
protonizacni konstantou (5,), stejn¢ jako vztah mezi postupnou konstantou stability (K'y)

a celkovou rovnovaznou konstantou stability (£';), je definovan nasledovné (27) a (28):

OBECNY VZTAH pro vypolet postupnych protonizaénich konstant ligandu (27)
a postupnych rovnovaznych konstant stabilit komplexu (28) [19]:

logK,, = logp,— logf, - 1) (27)
logK' - logf', — logB' - 1 (28)
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U polydentatnich’ ligandd i po jejich uplné koordinaci na centralni ion kovu
mohou byt néktera jejich koordina¢ni mista stile obsazena molekulami vody. Naopak,
nekteré nekoordinované atomy ligandu mohou zistat protonizované. Mohou tedy
existovat 1 dalsi typy komplexa, napi. protonizované komplexy, viz rovnice (29), které

jsou obvykle pfitomny v roztocich o nizkém pH.

ROVNICE (29) popisuje vznik protonizovaného komplexu chemickou rovnici
a matematickym vztahem definuje celkové konstanty protonizovanych komplexa
(AmmL), které jsou obdobné celkové rovnovazné konstanté stability komplexu f'y, ale

berou v tvahu moznou protonizaci komplexu [19].

xL+M+yH = [MH,L,] Awn= [MH,L.]/ ([L]" - [M] - [H}) (29)

Na zakladé¢ vSech rovnovdznych konstant pro dany systém lze sestrojit
tzv. distribuéni diagramy, které znézoriiuji procentudlni zastoupeni rdznych ¢astic
ligandu nebo komplexnich ¢astic v zavislosti na pH a slozeni roztoku.

Statistické vyhodnoceni a zpracovani naméfenych dat byla provadéna

pod vedenim RNDr. Jana Havlickové v programu OPIUM.

4.3.2 UV/\Vis spektrofotometrie

Absorpcni spektra byla méfena na spektrofotometru Specord 50 Plus (Analytic
Jena) v kyvetach s optickou drahou 10 mm pfi teploté 25 °C v rozmezi vinovych délek
od 200 do 900 nm a v kyvetach s optickou drahou 1 mm pfi teploté 25 °C v rozmezi
vinovych délek 230 do 400 nm. Pted vlastnim méfenim vzorka byl zméten referencni
vzorek, v tomto ptipadé€ kyveta obsahujici deionizovanou vodu.

Vzorky pro méfeni spekter UV-Vis byly pfipraveny stejné jako vzorky pro
potenciometrické titrace. Tzn., byl pfipraven vychozi roztok o stejnych koncentracich
reaktanti jako pro potenciometrické titrace a do tohoto roztoku bylo piidano
automatickou pipetou takové (na zéklad¢ potenciometrickych titraci) mnozstvi roztoku
NMe4OH, aby bylo dosazeno pozadovaného pH (= 10,0 a = 6,5). Hodnota pH byla poté
zkontrolovana pomoci kalibrované kombinované sklenéné elektrody. Vysledné pH

vzorkl bylo 10,10 a 6,52.

’ Polydentatni ligandy, tzv. chelaty, jsou takové ligandy, které jsou schopny koordinovat centralni ion
kovu vice donorovymi atomy.
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5 Vysledky

5.1 Vysledky syntéz a charakterizace meziproduktu a cilené
latky L™
Nasledujicimi syntetickymi kroky byl ptipraven makrocycklicky ligand L™.
Charakterizace vysledného ligandu a pfipravenych meziprodukti byly provedeny

metodami popsanymi v Kapitole 4.2, str. 38.

5.1.1 Syntéza latky Boc,TACN

)\ 1.4 okv. EtN Ki{//_\b
Sy RNAL K =G

(0] O]

1,9 ekv.
TACN (Boc),0O Boc,TACN )<

Obr. 14: Schéma syntézy di-z-butyl 1,4,7-triazacyklononan-1,4-dikarboxylatu (Boc,TACN).
K vytvofeni schématu byl pouzit program ChemDraw Professional 16.0 (PerkinElmer
Informatics, Inc., Level Professional, Version 16.0.1.4).

Syntéza di-z-butyl 1,4,7-triazacyklononan-1,4-dikarboxylatu (Boc,TACN) dle
zdroje [23] byla optimalizovdna, viz Obr. 14. 1,00 g (7,7 mmol) 1,4,7-
triazacyklononanu (TACN) byl rozpustén v 100 ml CHCl; v 250ml kulaté zébrusové
banice. Do banky bylo pfidano 1,5 ml (10,8 mmol; 1,4 ekv.) triethylaminu (= Et;N).
Béhem michani roztoku magnetickym michadlem na magnetické michacce byl
pfipraven roztok reakéniho ¢inidla, tj. navazka 3,13 g (14,3 mmol; 1,9 ekv.) di-#-butyl-
dikarbonatu ((Boc),0) byla rozpusténa v 50 ml CHCIs. Roztok (Boc),O v CHCI; byl
pfikapavan do reak¢éni smési piikapavaci nalevkou zhruba 20 minut, béhem této doby se
roztok reakéni smési bélaveé zakalil. Reakéni smés byla michéana pti laboratorni teploté
po dobu jednoho dne.

Nasledujici den byly rozpoustédlo a Et;N z reakéni smési odpafeny na rotacni
vakuové odparce (RVO) za vzniku viskozni bé&lavé zakalené kapaliny. Cisty
Boc, TACN byl izolovan zodparku nizkotlakou sloupcovou (kolonovou)
chromatografii. Do kolony o rozmérech 4 x 20 cm bylo nalito 170 ml silikagelu,

tj. silikagel v mobilni fazi. Zjistény mrtvy objem kolony (Vu) byl 75 ml. Odparek byl
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nanesen na stacionarni fazi (rozpustén v malém mnozstvi mobilni faze) a byl eluovan
mobilni fazi o slozeni EtOAc:MeOH =5:1. Frakce byly odebirdny po 50 ml
do plastovych zkumavek. Latka Boc; TACN dle TLC (SiO;; EtOAc: MeOH =5 : 1;
Rs=0,34) byla pritomna ve frakcich 4-9 (celkem 6 frakci). Frakce byly slity do 500ml
kulaté zabrusové banky a rozpoustédla mobilni faze byla odpafena na RVO. Latka

Boc, TACN byla ziskana ve formé bélave zakalené viskozni kapaliny (1,49 g; 58 %).

Charakterizace latky Boc, TACN:

TLC: (SiOy; EtOAc : MeOH =5 : 1), Rs=0,34

'H NMR (400 MHz, CDCly): 1,41 (s, 18H, (CH3);-C); 2,81-2,94 (m, 4H,
makrocyklus); 3,12-3,27 (m, 4H, makrocyklus); 3,31-3,47 (m, 4H, makrocyklus)
BC{'H} NMR (400 MHz, CDCly): 28,5; 47,3; 47,7; 48,0; 48,2; 49,5; 49,8; 50,4; 51,5;
52,2;52,4;53,0; 79,7; 79.,8; 79,8; 2x 155,7; 156,0

MS(+): 330,4 (330, 2; [M+H]"); 352,3 (352,2; [M+Na]")

5.1.2 Syntéza latky IM1

@) OH

=

2 ekv. LiAlH,
suchy THF

NZ N 0°C, 10 min N

\ / reflux, 70 °C, 1d \ /

IM1

Y

Obr. 15: Schéma syntézy 2-hydroxy-methyl-1H-imidazolu (IM1). K vytvofeni schématu byl
pouzit program ChemDraw Professional 16.0 (PerkinElmer Informatics, Inc., Level
Professional, Version 16.0.1.4).

Syntéza 2-hydroxy-methyl-1H-imidazolu (IM1) dle zdroje [24] byla
optimalizovéna, viz Obr. 15. Do 250mL kulaté zébrusové banky bylo
do 100 ml bezvodého THF ptidano 0,80 g (21,1 mmol; 2 ekv.) LiAlH4. Za stalého
michani magnetickym michadlem na magnetické michacce byla baiika se suspenzi
umisténa do ledové 1azn€ zhruba na 10 minut. Nésledné byl do smési pridan 1,00 g
(10,4 mmol) 1H-imidazol-2-karbaldehydu. Reak¢ni smés byla ponechéna v ledové lazni
jesteé nasledujicich 10 minut a poté byla zahfivana jeden den v olejové lazni pod

zpétnym chladi¢em (reflux) pti teploté 70 °C.
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Nasledujici den byla reakéni smés umisténa opét do ledové lazn€, kde byla
zchlazena. Injekeni stfikackou byla opatrné ptidana smés vody a THF (smiseni 4 ml
deionizované vody a 20 ml THF) a 12 ml 5 % (w/A) vodného roztoku NaOH. Timto
zpusobem bylo zklikvidovano nadbytecné mnozstvi nedoreagovaného LiAlH4. Reakéni
smés byla ponechéna v ledové lazni dalSich 15 minut, béhem které se z Sedé barvy
(zpsobené dispergovanymi casticemi Al) odbarvila do zlutooranzového roztoku
s bilozlutou srazeninou. Smés byla prefiltrovana ptes fritu o hrubosti S3. Filtrat byl
zahustén na RVO. K odparku ve formé zlutooranzového oleje bylo ptfidano cca 30 ml
toluenu a ten byl znovu odpafen na RVO, odpafeni ztoluenu bylo provedeno
dohromady dvakrat (slouzi k odstranéni vody azeotropickou destilaci). Byl ziskén

Zlutavy olej obsahujici latku IM1 (0,75 g; 74 %).

Charakterizace latky IM1:
'"H NMR (400, MHz, MeOH-dy): odpovida publikovanym datim z literatury [24]

MS(+): 99,2 (99,1; [M+H]"); 121,1 (121,0; [M+Na]")

5.1.3 Syntéza latky IM2
OH Br

33 % (w/v) HBr v bezvodé AcOH
>

N2 N\n RT, 25h N

reflux, 50 °C, 3d
\——/ \——/ < HBr

IM1 IM2

Obr. 16: Schéma syntézy 2-(bromomethyl)-1H-imidazolu (IM2). K vytvofeni schématu byl
pouzit program ChemDraw Professional 16.0 (PerkinElmer Informatics, Inc., Level
Professional, Version 16.0.1.4).

Syntéza 2-(bromomethyl)-1H-imidazolu (IM2) dle zdroje [24] byla
optimalizovéna, viz Obr. 16. 1,29 g (13,2 mmol) latky IM1 bylo rozpusténo v 150 ml
33% (w/w) roztoku HBr vbezvodé AcOH. Smés byla michina magnetickym
michadlem pti RT po dobu 2,5 hodin v kulaté 250ml bance se zabrusem, kterd byla
utésnéna namazanym sklenénym Spuntem. Poté byl Spunt vyménén za zpétny chladic,
jehoz zédbrus byl taktéz namazan, aby bylo zajiSténo co nejlepsi tésnéni. Reakéni smés
byla michana a zahfivana v olejové lazni pod zpétnym chladi¢em na teplotu 50 °C

po dobu tii dnt.
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Rozpoustédla byla odpafena na such¢ RVO (vodni lazeii: ¢+ = 60 °C). K odparku
ve formé zlutohnédého oleje bylo pfidano cca 30 ml toluenu a ten byl znovu odparen
na RVO za vzniku oranzovohnédé amorfni pevné latky. Pridani a odpafeni z toluenu
bylo provedeno celkem ttikrat. Pevny odparek byl triturovan v cca 50 ml vrouciho THF
nad horkovzdusnou pistoli, THF nad pevnou latkou byl poté opatrné¢ odebran
Pasteurovou pipetou. Triturace v THF byla provedena dohromady dvakrat. Po mirném
ochlazeni na RT byla latka pii tfetim pfidani THF jesté triturovana za pouziti
ultrazvuku.

Produkt IM2 byl odsat na frit€¢ o hrubosti S4 a byl susen promytim s Et,O
(3%x30ml) a prosavanim vzduchem, na dosuSeni byl umistén na Petriho misce
do susarny (¢ =50 °C) na 15 minut. Celkov¢ bylo ziskdno 2,66 g (84 %) hydrobromidu
latky IM2 (IM2 - HBr, M, = 241,91) ve formé oranzovohnédého prasku.

Charakterizace latky IM2 ve formé hydrobromidu:

TLC: (SiOy; iPrOH), R¢= 0,52

"H NMR (400 MHz, MeOH-d,): odpovida publikovanym datiim z literatury [24]
MS(+): 161,1 (161,0; [M+H]")

5.1.4 Syntéza latky IM3

. M LN

2,2 ekv. NaHCO,

+ > Boc\ / \

o N N
N z NH /l\ 0°C, RT, 2dny \>
\——/ HBr © 2 N
IM2 BOCZTACN )< IM3 éoc

1,1 ekv.

Obr. 17: Schéma syntézy di-z-butyl 7-[(1H-imidazol-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacyclononan-1,4-
dikarboxylatu (IM3). K vytvotfeni schématu byl pouzit program ChemDraw Professional 16.0
(PerkinElmer Informatics, Inc., Level Professional, Version 16.0.1.4).
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Pro pfipravu di-#-butyl 7-[(1H-imidazol-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacyclononan-
1,4-dikarboxylatu (IM3) (dle schématu viz Obr. 17, str. 48) bylo 1,37 g (4,2 mmol)
Boc, TACN rozpusténo v 150 ml ACN. Pomoci ultrazvuku bylo dale v tomto roztoku
rozpusténo 1,10 g (4,6 mmol; 1,1 ekv.) hydrobromidu latky IM2. Reak¢ni smés byla
michana magnetickym michadlem v 250ml kulaté zabrusov¢ bartice, ktera byla umisténa
do ledové lazné¢ na magnetickou michacku. K reakéni smeési bylo ptidano 0,76 g
(9,1 mmol; 2,2 ekv.) NaHCO;. Reakéni smés v bafice opatfené suSici trubickou
s bezvodym CaCl, byla ponechdna v ledové lazni (led se béhem nésledujicich hodin
rozpustil) a michdna dva dny.

Nerozpusténé soli byly odstranény na frit¢ o hrubosti S4. Filtrat byl zahustén na
RVO za vzniku zluté pény. Odparek byl rozpustén v 50 ml DCM a byl promyt 5 %
(w/v) vodnym roztokem NaOH (3x 30 ml) a jednou nasycenym vodnym roztokem NaCl
(1x 30 ml). Organicka faze byla suSena bezvodym Na,SOs, ktery byl odfiltrovan fritou
o hrubosti S2, a zahusténa na RVO do zlutého oleje o hmotnosti 1,58 g, ktery béhem
jednoho dne ztuhnul.

Tato reakce byla provedena znova s témito mnozstvimi: 1,49 g (4,5 mmol)
Boc, TACN, 1,20 g (5,0 mmol; 1,1 ekv.) latky IM2 ve formé hydrobromidu, 0,84 g
(10,0 mmol; 2,2 ekv.) NaHCOj. Odparek, tj. Zluty olej, ktery m¢l tendenci tuhnout, mél
hmotnost 1,68 g.

Prvni odparek byl rozpustén v DCM, roztok byl pielit k druhému odparku a byl
na RVO zahu$tén na odparek o hmotnosti 3,26 g. Latka IM3 byla poté cisténa
nizkotlakou kolonovou chromatografii. Jako stacionarni faze byl pouzit silikagel (SiO,)
a jako mobilni faze byla zvolena smés DCM : iPrOH =5 : 1. Do kolony o rozmeérech
4 x 30 cm bylo nalito 250 ml silikagelu, tj. silikagel v mobilni fazi. Zjistény mrtvy
objem kolony (V) byl 110 ml. Spojené odparky byly naneseny na kolonu v malém
mnozstvi mobilni faze. Frakce byly odebirdny po 25-30 ml do 50ml plastovych
zkumavek. Cista latka IM3 byla dle TLC (SiO»; iPrOH; R; = 0,82) piitomna ve frakcich
4-7 (celkem 4 frakce). Frakce byly slity do 250ml kulaté baiiky a rozpoustédla mobilni
faze byla odpafena na RVO. Latka IM3 byla ziskana ve formé¢ Zlutého oleje, ktery
béhem 7 dnti zacal krystalovat (2,82 g; 79 %). Vytézek byl poc€itan na vychozi mnozstvi
latky IM2 - HBr pouzité v obou reakcich.
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Charakterizace latky IM3:

TLC: (SiOy; iPrOH), R¢= 0,82

"H-NMR (400 MHz, CDCly): 1,38-1,54 (m, 18H, (CHs);—C); 1,89-2,33 (brs, 2H,
makrocyklus), 2,54-2,74 (m, 4H, makrocyklus); 2,83-3,05 (brs, 1H, C-NH); 3,09-3,55
(m, 6H, makrocyklus); 3,67 (s, 2H, N-CH-CH-N); 6,86 (s, 2H, N-CH,—C)
BC{'H}-NMR (400 MHz, CDCl;): 28,6; 28,7; 28.8; 47,5; 48,9; 50,5; 51,4; 51,9; 52.9;
54,5; 54,7; 54,8; 55,6; 80,1; 80,2; 80,3; 147,8; 147,9; 155,8; 156,4; 157,8

MS(+): 410,4 (410,3; [M+H]")

Struktura latky IM3 v pevném stavu byla stanovena rentgenostrukturni analyzou,
viz Obr. 18. Monokrystal latky IM3 byl ziskdn odpafenim mobilni faze, tj. smési
DCM : iPrOH =5 : 1, ze slitych frakci po chromatografickém dé¢leni.

Obr. 18: Struktura di-z-butyl 7-[(1H-imidazol-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacyklononan-1,4-
dikarboxylatu (IM3) v pevném stavu. Barevné znaceni atomt: N bled¢ modfe, O ¢ervené, C
Sedg¢; bilou barvou je znazornény atom vodiku vazany na atom dusiku a dalsi atomy vodiku jsou
z dtivodu lepsi prehlednosti vynechany. Tyrkysoveé jsou znazornény intramolekularni vodikové
vazby. Cerné jsou znizornény kovalentni vazby mezi atomy. Obrazek byl ziskan od doc.,
RNDr. Jana Kotka, Ph.D.
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5.1.5 Syntéza ligandu L™

[T\ —\

HN N

/ HN N
CHCl3: TFA=1:1 7
3 . - .
Boc_ / \ - C2 C3
N N reflux, 65 °C, 1d / \

N C1 </H\> « 3HCI
| N e 2H,0
Boc

IM3 LM

Obr. 19: Schéma syntézy ligandu, 1-[(1H-imidazol-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacycklononanu
(L™). Oznageni CI, C2 a C3 bylo zvoleno zdavodu rozligeni atomi uhliki (uvedeno
v charakterizaci latky L™, str. 49). K vytvoteni schématu byl pouzit program ChemDraw
Professional 16.0 (PerkinElmer Informatics, Inc., Level Professional, Version 16.0.1.4).

Ligand  1-[(1H-imidazol-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacycklononan  (L™) byl
pfipraven dle schématu (Obr. 19) nasledovné. 5,37 g (13,1 mmol) latky IM3 bylo
rozpusténo v 170 ml smési CHCI; : TFA =1 : 1 (v/v) v 500ml kulaté zabrusové baiice.
Reakéni smés byla michdna a zahiivana v olejové lazni pod zpétnym chladi¢em na
teplotu 65 °C po dobu jednoho dne.

Nasledujici den byla rozpoustédla odpafena na RVO. K odparku bylo pfidano
cca 30 ml toluenu a ten byl znovu odpaien na RVO. Odpafteni z toluenu bylo provedeno
celkem dvakrat. K odparku bylo ptfidano 20 ml koncentrované vodné HCI (35 %, w/w)
a ta byla odpafena na RVO. K odparku bylo ptiddno 50 ml EtOH a pomoci ultrazvuku
byl produkt triturovan. Vznikly krystalicky produkt L™ byl odfiltrovan na fritd
o hrubosti S4 a byl suSen promytim cca 30 ml acetonu a poté Et;,O (3x 30 ml)
a prosavanim vzduchem.

Latka L™ byla rekrystalizovana z MeOH. Do 250ml kulaté zabrusové baiiky
bylo k produktu ve formé bilého praSku o hmotnosti 4,29 g ptfidano zhruba 80 ml
MeOH. Vzniklad suspenze byla pfivedena k varu horkovzdusnou pistoli a byla vatfena
zhruba pét minut, az se latka rozpustila. Nasledné¢ byla smés zchlazena na RT
a umisténa na tii dny do lednice, kde ligand L™ vykrystalizoval.

Produkt L™ byl zfiltrovan na frit¢ o hrubosti S4, byl promyt studenym MeOH
a suSen promytim Et;0O (3x 30 ml) a prosavanim vzduchem. Celkové bylo ziskano
3,45 g (74 %) latky L™ ve form& bilého prasku (EA a potenciometrickou titraci bylo
dokazano, ze L™ byla ziskana ve formé L™ - 2H,0 - 3HCI, M, = 354,67).
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Charakterizace latky L™:

TLC: (SiOy; EtOH : konc. vodny NH3; =1 : 1), Ry= 0,26

"H NMR (400 MHz, D,0, pD = 3,71): 3,06-3,12 (m, 4H, C3); 3,40-3,46 (m, 4H, C2);
3,72 (s, 4H, C1); 4,28 (s, 2H, N-CH,—C); 7,50 (s, 2H, N-CH-CH-N)

BC{'"H} NMR (400 MHz, D,0, pD = 3,71): 43,1 (C1); 44,3 (C2); 48,2 (C3); 48,4 (N—
CH,—C); 120,3 (N-CH-CH-N); 142,0 (CH,—C-N)

MS(+): 210,2 (210,2; [M+H]")

EA (L™-2H,0-3HCI): C 33,79 (33,86), H 7,02 (7,39), N 19,39 (19,74), Cl 30,07
(29,98)

5.2 Potenciometrickeé titrace

Potenciometrickymi titracemi byly stanoveny celkové protonizacni konstanty ligandu
L™, které jsou uvedeny v Tab. 2, a celkové rovnovazné konstanty stability m&d’natého
a zine¢natého komplexu, které jsou uvedeny v 7ab. 3. Tyto hodnoty byly ziskany

programem OPIUM z experimentalnich dat naméfenych potenciometrickymi titracemi.

Tab. 2: Hodnoty celkovych protoniza¢nich konstant ligandu L™ (f,). Podminky titrace:
¢ =4 mmol-dm, kde ¢ je molarni koncentrace ligandu L™; 7= 0,1 mol-dm~> NMe,Cl; 25 °C.
V uvedenych chemickych rovnicich nejsou uvedeny naboje. Standardni smérodatné odchylky
jsou uvedenu v zavorce.

Rovnovaha log 3,

L+H=HL 10,624(6)
L+2H=H,L 17,27(1)
L+3H=H;L 22,18(1)

Tab. 3: Hodnoty celkovych rovnovaznych konstant stability komplexu (f'y). Podminky titrace:
cL = ey = 4 mmol-dm™ , kde c; je molarni koncentrace ligandu L™ acy je molarni koncentrace
ionu kovu (Cu** nebo Zn*"); 7= 0,1 mol-dm~> NMe,Cl, 25 °C. Standardni smérodatné odchylky
jsou uvedenu v zavorce.

Cu2+ Zn2+
Komplexni ¢astice
log f's log f'x
[ML]** 19,037(7) 13,754(2)
[MLH ] 10,16(2) 3,711(6)
[MLH_,] ~1,12(2) ~7,674(6)
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5.3 UV/Vis spektrofotometrie

Byla namétena UV/Vis spektra, viz Obr. 20 a Obr. 21, médnatého komplexu
vroztocich o rizném pH. Pfiprava a slozeni vzork i postup méfeni je popsan
v Kapitole 4.3.2, str. 44. V Tab. 4, str. 54 jsou uvedeny hodnoty maxim absorpcnich
pasii v oblastech UV a Vis pro komplexni Castice [CuL]2+ a[CuLH ]".

Zavislost molarniho absorpéniho koeficientu (¢) na vinové

délce (A)
10000
pH = 6,52 [CuLJ?*
T 8000 ——pH = 10,10 [CuLH_,]*
5
o 6000
£
f 4000
S
£ 2000
w
0
220 270 320 370

A [nm]

Obr. 20: Elektronovéa absorpéni spektra v systému Cu®" : L™ =1 : 1 v rozmezi 220-400 nm
méfena v roztocich o ¢ = ¢y = 4 mmol-dm, kde ¢ je molarni koncentrace ligandu L™ a ¢y je
molarni koncentrace Cu®’. Zluta kiivka ukazuje spektrum pii pH = 6,52; modré kiivka ukazuje
spektrum pii pH = 10,10.

Zavislost molarniho absorpéniho koeficientu (&) na vinové

délce (A)
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— 250 pH = 6,52 [CuL]**
L ——pH =10,10 [CuLH_,]*
G 200
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100
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w
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Obr. 21: Elektronova absorpéni spektra v systému Cu®" : L™ =1 : 1 v rozmezi 350-900 nm
méfena v roztocich o ¢, = cyy = 4 mmol-dm_3, kde ¢ je molarni koncentrace ligandu L™ acy je
molarni koncentrace Cu®". Zluta kiivka ukazuje spektrum pii pH = 6,52; modra kiivka ukazuje
spektrum pii pH = 10,10.
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Tab. 4: Tabulka hodnot maxim absorpénich pasti pro komplexni ¢astice [CuL]*" a [CuLH_]".

L. Maxima absorp¢nich pasi
Komplexni ¢astice

A [nm] Emax [mol -dm’-cm ']
(CuLP* 266 3164
650 95
. 264 3732
[CuLH_ ]
612 113
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6 Diskuze

6.1 Syntéza

Prvnim zkousenym syntetickym navrhem k piipravé latky L™ byla reduktivni aminace
1 H-imidazol-2-karboxaldehydu s TACN pomoci tetrahydridoboritanu sodného
na zékladé publikované pripravy tris-{ 1-[(1 H-imidazol-2-yl)methyl]}-1,4,7-
triazacycklononanu. Byly vSak testovany i1 reduk¢ni Cinidla triacetoxyborohydrid sodny ¢i
kyanoborohydrid sodny [25]. Dalsi testovanou moznosti byla hydroxymethylace
parafolmadehydem

N-chranéného imidazolu (chranici skupiny: z-butyloxy-karbonyl = Boc, benzyloxy-
karbonyl, ethyloxy-karbonyl,), nasledovand bromaci chranéného 2-hydroxy-methyl-1H-
imidazolu za vzniku alkyla¢niho ¢inidla, které by reagovalo s Boc,TACN za vzniku
chranéné latky IM3. VSechny chranici skupiny by byly odstranény v kyselém c¢i
bazickém prostfedim dle charakteru chranici skupiny za vzniku latky L™. Pies pom&rné
znacné usili nebyly tyto syntetické cesty Uspésné, a proto byla zvolena syntetickd cesta
popsana v Kapitole 5.1, str. 45. Celkové reak¢éni schéma, bez reakénich podminek, je

uvedeno na Obr. 22.

Ol Br

O H
=
LiAIH, HBr v konc. AcOH
—_— HBr
7z Z" N

N NH N N NH

\—/ \—/ \—/ _
IM1 M2 \ HN/_\N /:\

/ HN N
+ BOC\N/_\Nj/l /_\j/
\> NH N 3 HCI
I oy GO
</H\> ){O )|\<N/ b IM3 LM
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+
o o o)
>|\O)J\O)j\OJ< BOCzTACN )<

(Boc),0

Obr. 22: Syntéza makrocyklického ligandu L™. K vytvofeni schématu byl pouzit program
ChemDraw Professional 16.0 (PerkinElmer Informatics, Inc., Level Professional, Version
16.0.1.4).
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Nejdtive byl pfipraven chranény 1,4,7-triazacyklononan (Boc;TACN), aby bylo
zamezeno vzniku vedlejSich produkti béhem alkylaéni reakce. 1H-imidazol-2-
karbaldehyd byl redukovan a déle preveden na bromid, 2-(bromomethyl)-1H-imidazol
(IM2). Piipravené alkyla¢ni ¢inidlo (IM2) reagovalo s Boc; TACN za vzniku latky IM3
v relativné vysokém vytézku (79 %). Kysele katalyzované odstranéni chranicich skupin
(Boc) na IM3 vedlo ke vzniku findlniho makrocyklického ligandu L™, ktera byl ziskan
ve form¢ dihydratu trihydrochloridu. Vytézky jednotlivych krokti syntézy se
pohybovaly v rozmezi zhruba od 70-80 %.

Zvyseni vytézku redukce 1H-imidazol-2-karbaldehyd pomoci LiAlH4 na 2-
hydroxy-methyl-1H-imidazol 1ze dosahnou odstfedénim a promyvanim suspenze
vzniklého AI(OH);, na kterém je pravdépodobné alkohol IM1 ¢aste€né adsorbovan.
Hydroxid hlinity odstranény filtraci byl redispergovan v deionizované vodé a smés byla
poté 2x centrifugovéana (vzdy 15 min, 3000 RPM) na centrifuze (Niive, Product: Bench-
Top Centrifuge, Type: NF 800, fixed angle rotor). Supernatanty byly opatrn¢ odebrany
Pasterovou pipetou do baiiky a voda byla odpafena na RVO. 'H NMR spektrum malého
mnozstvi odparku bylo totozné s naméfenym spektrem latky IM1. Pokud ale byla tato
reakce provadéna s vétsim mnozstvim vychozi latky (2 g 1H-imidazol-2-karbaldehydu)
a Ctyfmi ekvivalenty redukcniho ¢inidla (2% tolik od popsané reakce v Kapitole 5.1.2,
str. 46, stupen konverze byl podstatné nizs$i (vytézek = 40 %). Proto byla reakce
provadéna v menSim mnozstvi (1 g 1H-imidazol-2-karbaldehydu) s obdobnymi vytézky

jako v postupu popsaném vyse.

6.2 Studium ligandu L™ a jeho komplext v roztoku

Koordinaéni schopnosti ligandu L™ (v distribu¢nich diagramech a tabulkach uvadén
jako L) byly studovany pomoci potenciometrie a elektronové spektroskopie v oblasti
UV/Vis pro médnaty komplex. Potenciometricky byly zjiStény celkové protonizaéni
konstanty ligandu a rovnovazné konstanty stability komplexi pro ionty dvou hlavnich
biogennich piechodnych kovii, Cu*" a Zn*". Pomoci t&chto konstant je mozné definovat
stabilitu a speciaci (z angl. specieation) komplexii v roztoku, kterou vyjadiuji
distribucni diagramy. Pouze se znalosti speciace komplexli v roztoku je mozné zméfit
standardni redoxni potencidly za definovanych podminek. Aby bylo moZné zjistit
konstanty stability komplext, musi byt znamé acidobazické chovani ligandu (tj. celkové

protoniza¢ni konstanty ligandu).
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Titraéné byly stanoveny tfi celkové protonizacni konstanty (f,) ligandu L™
které jsou uvedené v Tab. 2, str. 52 a ze kterych lze vypocitat postupné (konsekutivni)
protonizacni konstanty ligandu (X,) podle vztahu (27), str. 43. Jejich hodnoty jsou spolu
s protonizacnimi konstantami volného 1H-imidazolu a 1,4,7-triazacyklononanu (TACN)
uvedeny v Tab. 5. Prvni protonizaéni konstanta ligandu L™ majici hodnotu
log K; =10,62 odpovida protonizaci atomu dusiku makrocyklu (pravdépodobné
na sekundarnim aminu). Na zaklad¢ dostupnych dat, tj. pouze se znalosti hodnot dalSich
dvou postupnych protonizacnich konstant (K, = 6,65 a log K; = 4,91), neni mozné
jednozna¢né navrhnout mista dalSich protonizaci, protoze druha protonizacni konstanta
pro TACN a protoniza¢ni konstanta pro 1H-imidazol maji podobné hodnoty, viz Tab. 5.
Na zékladé¢ uvah o elektrostatickém odpuzovani a moznostech intramolekularnich
vodikovych vazeb se da navrhnout, e druha protonizace ligandu L™ bude
pravdépodobné probihat co nejdale od makrocyklu, tzn. na imidazolovém kruhu. Tieti
protonizace pak pravdépodobné nastane na makrocyklu (pravdépodobné na dalSim
sekunddrnim aminu). Schéma popisujici vznik trojndsobné protonizovaného ligandu
L™ je znazornéno na Obr. 23, str. 58. Kpfesnému urceni mista druhé a tieti
protonizace by bylo zapotiebi provést NMR titrace, tj. sledovat zavislost 'H, >C a popt.

i "N NMR spekter na pH.

Tab. 5: Hodnoty postupnych (konsekutivnich) protoniza¢nich konstant ligandu L™ (K,) a jejich
porovnani s protoniza¢nimi konstantami matetského makrocyklu (TACN) [26] a volného 1H-
imidazolu [27]. V uvedenych chemickych rovnicich nejsou uvedeny naboje.

L™ TACN 1H-imidazol
Rovnovaha
log K, pKy pKy
L+H=HL 10,62 10,60 14,9
HL +H = H,L 6,65 6,88 7,0
H,L + H = H;L 491 <2.50 -
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HN_ N HN_ N HN N HN__ N
j/ H j/ H j/ H j/
NH N NH N NH N NH2+ N
N NH; NH, NH,
L HL H,L H,L
log K, = 10,62 log K, = 6,65 log K3 = 4,91

Obr. 23: Schéma popisujici vznik protonizovaného ligandu L™ spolu s hodnotami jeho
postupnych protonizaénich konstant. O druhém a tfetim misté protonizace ligandu L™ se dé se
ziskanymi daty pouze spekulovat (bud’ bude protonizace nastdvat na 1H-imidazolu, nebo
na dal$im sekundadrnim aminu makrocyklu). K vytvofeni schématu byl pouzit program
ChemDraw Professional 16.0 (PerkinElmer Informatics, Inc., Level Professional, Version
16.0.1.4).

Potenciometricka titrace ligandu L™ byla provadéna v rozmezi pH od 1,8-12,1,
na Obr. 24 je rozmezi mirn¢ zOzené. V pocatecnim bod¢ titrace byla pfitomna pouze
trojnasobné protonizovand forma ligandu Hs;L (na Obr. 24: zluté). Zastoupeni této
formy klesalo az do uplného vymizeni pii pH = 7,8. S tim, jak klesalo zastoupeni formy
H;L, rostlo zastoupeni dvakrat protonizované formy (ra Obr. 24: zelené) ligandu H,L,
kterd dominuje v rozmezi pH 4,9-6,7 a jeji maximalni zastoupeni bylo ptfi pH = 5,8.
V rozmezi pH 6,7-10,7 je majoritni castici v roztoku monoprotonizovana forma HL
(na Obr. 24: modfe), jejiz maximalni zastoupeni je pfi pH = 8,7. Pfi vy$§im pH

dominuje ve vodném roztoku pouze neutralni forma ligandu L (na Obr. 24: Cerveng).

Distribuéni diagram ligandu L'M (L)

100
90 - HL
X 80 - L
S5 70 -
2
T 60 -
2 50 -
540-
O 30 -
"qEJ 20 -
A
= O' T R T T . -T T L B |
(7]
,‘\1‘5 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Obr. 24: Distribu¢ni diagram ligandu 1-[(1H-imidazol-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacycklononanu
(L™), v diagramu oznaceno jako L. Podminky titrace: ¢, = 4 mmol-dm™, kde ¢, je molarni
koncentrace ligandu L™; 7= 0,1 mol-dm > NMe,Cl; 25 °C. Naboje ¢astic nejsou uvadény.
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Konstanty stability komplexii ligandu L™ sionty Cu®" a Zn®" byly pogitany
z potenciometrickych titraci v systému Cu®" : L™ a Zn** : L™ v moldrnim poméru
1 : 1. Potenciometrické titrace systémti Cu®*/Zn*" : L™ = 1 : 2 nepotvrdily moZnost
vzniku komplext [ML,]*", ani jinych &astic, ve kterych by se na jeden centralni ion
ptechodného kovu koordinovaly dvé molekuly ligandu. Hodnoty celkovych
rovnovaznych konstant stability jsou uvedeny v Tab. 3, Kapitola 5.2, str. 52. Postupné
rovnovazné konstanty stability komplexii jsou uvedeny v Tab. 6. Konstanta stability
mé&dnatého komplexu [CuL]*" je vyrazné vys$i nez odpovidajici konstanta pro

zineCnaty komplex, coz je v souladu s Irving-Williamsovou fadou.

Tab. 6: Hodnoty postupnych rovnovdznych konstant stability médnatého a zinecnatého
komplexu (K';) pro porovnani.

Cu2+ Zn2+
Komplexni ¢astice
log K', log K',
[ML)*" 19,037 13,754
[MLH ]" 8,88 10,043
[MLH ,] 11,28 11,385

M _

Potenciometricka titrace systému Cu”" : L 1 : 1 byla provadéna v rozmezi

pH 1,6-12,1, na Obr. 25, str. 60 je rozmezi mirné zuzené. Méd’naté kationty tvofi s L™
v tomto rozmezi tfi komplexni Castice: [CuL]2+, [CuLH_]" a [CuLH,,]. V pocate¢nim
bode¢ titrace pii pH =~ 1,6 byla vétSina médnatych kationtii volna (na Obr. 25, str. 60:
cerné). Médnaté kationty byly kvantitativné komplexovany ligandem od pH = 3,7.
Médnaty komplex [CuL]*" je prakticky jedinou komplexni &astici v roztoku az
do neutralniho oblasti pH (na Obr. 25, str. 60: Cervené). Pti zvySeni pH roztoku dochazi
k deprotonizaci komplexu za vzniku komplexnich ¢astic [CuLH.]" (na Obr. 25, str. 60:
fialov€é) a [CuLH_;] (ra Obr. 25, str. 60: zlutg), které na konci titrace v roztoku
dominuji. Misto prvni deprotonizace nelze jednoznaéné urcit pouhou potenciometrickou
titraci. Z tohoto diivodu byla provedena UV/Vis méfeni komplexu pfi riznych pH, vice
diskutovéano dale. Spektralni méfeni ukazala, Ze prvni deprotonizace komplexu probiha
na imidazolovém kruhu, a tedy druha deprotonizace vede ke vzniku hydroxokomplexu,

tj. [CuLH_,] Ize 1épe zapsat jako [CuLH_;(OH)], viz Obr. 28, str. 62.
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Distribuéni diagram systému Cu?* : LM =1 : 1

100
90 [CuL]?
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 A Cu?*
20 -

10 -
O T T T T T T i T \

1.5 2.5 3.5 4.5 55 6.5 7.5 8.5 95 105 115
pH

Zastoupeni Cu2* [%]

Obr. 25: Distribuéni diagram systému Cu*" : L™ =1 : 1, v diagramu je ligand znacen jako L.
Podminky titrace: ¢ = cy = 4 mmol-dm’3, kde ¢ je molarni koncentrace ligandu L™ a ¢y je
molarni koncentrace Cu*"; 7= 0,1 mol-dm > NMe,Cl, 25 °C.

Potenciometricka titrace systému Zn*" : L™ =1 : 1 byla provadéna ve stejném
rozsahu pH a vyskyt komplexnich ¢astic je obdobny jako u systému s méd’natymi
kationty, viz Obr. 26, str. 61. Na pocatku titrace pfi pH = 1,6 jsou ve vodném roztoku
pfitomny pouze volné zinecnaté kationty, které jsou kvantitativné komplexovany az pti
pH = 5.5 (na Obr. 26, str. 61: &erng). Komplexni &astice [ZnL]*" je v rozmezi pH 5,5—
7,5 prakticky jedinou ¢astici v roztoku (na Obr. 26, str. 61: Cervené). Od pH = 7,5
zacinaji v roztoku vznikat deprotonizované komplexni [ZnLH ] (na Obr. 26, str. 61:
fialove€) a[ZnLH ;] (na Obr. 26, str. 61: Zlut€), které¢ dominuji od pH = 10,0.
Na zakladé vieobecnych znalosti koordinaéni chemie Zn*" (zine¢naty kation nema tak
vysokou afinitu k atomu dusiku 1H-imidazolu jako médnaty kation, a proto nemize
indukovat jeho deprotonizaci) se d4 piedpokladat, Ze uvoliiovani protont v bazickém
roztoku odpovidd deprotonizaci koordinovanych molekul vody za vzniku

hydroxokomplexti [ZnL(OH)]" a [ZnL(OH),], viz Obr. 27, str. 61.
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Distribuéni diagram systému Zn2* : LM =1 : 1
100
90 { Zn?* [ZnL]?*
80 1
70 |
60 -
50 A
40 -
30 |
20 -
10 - [ZnLH_,J*
0 — ; . : :
15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115
pH

Zastoupeni Zn2* [%]

Obr. 26: Distribuéni diagram systému Zn*>" : L™ =1 : 1, v diagramu je ligand znacen jako L.
Podminky titrace: ¢ = cy = 4 mmol-dm™ , kde ¢ je moléarni koncentrace ligandu L™ a ¢y je
molarni koncentrace Zn*"; 7= 0,1 mol-dm~> NMe,Cl, 25 °C.

\‘Z \\Zn :‘/
s 9
N’ ! OH, N” ! “OH
H 1 H 1}
: i
OH, OH,
[ZnL]?* [ZnLH_,1*

Obr. 27: Schématické znazornéni mozného usporadani ligandu L™ a molekul vody v komplexu
[ZnL]*. Dusikové atomy ligandu makrocyklu se koordinuji do dvou ekvatorialnich a jedné
axialni polohy z diivodu geometrie deviticlenného makrocyklu. Do dvou dalSich ekvatorialnich
poloh se koordinuje atom dusiku 1H-imidazolu a molekula vody. Do druhé axialni polohy se
koordinuje molekula vody. Ve schematickém znazornéni komplexnich ¢astic [ZnLH_]"
a[ZnLH_,] jsou patrnd mista deprotonizace. K vytvofeni schématu byl pouzit program
ChemDraw Professional 16.0 (PerkinElmer Informatics, Inc., Level Professional, Version
16.0.1.4).

Pro potvrzeni speciace (Obr. 25, str. 60) bylo provedeno spektrofotometrické
méfeni. Byly méfeny roztoky o pH 6,52 a 10,10 (pfiprava a postup méieni je popsan
v Kapitole 4.3.2, str. 44). Hodnoty pH byly zvoleny dle distribu¢niho diagramu
(Obr. 25, str. 60), tzn., ze pii pH = 6,52 byla v roztoku ptfitomna komplexni Castice
[CuL]*" v maximélnim zastoupeni, zatimco pii pH= 10,10 byla v roztoku piitomna

. r ~ . I3 rowr . +
primarné deprotonizovand komplexni ¢astice [CuLH_;] .
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Absorpéni kiivky jsou ukézany v Kapitole 5.3 na Obr. 20 a Obr. 21, str. 53.
Absorpce voblasti UV kolem 230-330 nm je zpisobena prechodem LMCT
a pro roztoky o pH = 6,52 a pH = 10,10 se zdsadn¢ nelisi, maximalni absorpce nastava
pii vinové délce = 260 nm, viz Kapitola 5.3, Tab. 4, str. 54.

Absorpce ve viditelné oblasti kolem 470-800 nm je zpusobena ptechody
elektronii v ramci d-orbitalti. Pro roztok o vys$im pH je absorpéni maximum posunuté
zhruba o 40 nm do modré oblasti (4 = 612 nm) oproti roztoku o pH = 6,52, jehoz
maximalni absorpce nastava pii 660 nm, viz Kapitola 5.3, Tab. 4, str. 54. Z posunu
smérem k vy$§im energiim Ize usuzovat, ze se Castice [CuL]2+ se deprotonizuje
na atomu dusiku imidazolového kruhu, viz Obr. 28, coz vede k zesileni koordinace
mekkého atomu dusiku v ekvatoridlni poloze a tim 1 zesileni ligandového pole
v ekvatoridlni roviné. Pokud by se deprotonizovala molekula vody v ekvatorialni
rovin¢, mél by nastat posun opacnym smérem, tedy do Cervené oblasti k niz$im

energiim, vlivem zeslabeni ligandového pole v ekvatoridlni roving.

[CuL]?* [CuLH_]* [CuLH_;]

Obr. 28: Schématické znazornéni mozného uspotadani ligandu L™ a molekul vody v komplexu
[CuL]>. Dusikové atomy ligandu makrocyklu se koordinuji do dvou ekvatoridlnich a jedné
axialni polohy z diivodu geometrie deviticlenného makrocyklu. Do dvou dalsich ekvatorialnich
poloh se koordinuje atom dusiku 1H-imidazolu a molekula vody. Pravdépodobné koordinace
molekuly vody v druhé axidlni poloze je, vlivem Jahn-Tellerova efektu, nejspise natolik slaba,
7e ji lze zanedbat. Ve schematickém znazornéni komplexnich &astic [CuLH,]" a [CuLH_,]
jsou patrna mista deprotonizace. K vytvofeni schématu byl pouzit program ChemDraw
Professional 16.0 (PerkinElmer Informatics, Inc., Level Professional, Version 16.0.1.4).
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6.3 Stanoveni standardniho redoxniho potencialu komplexu
anaslednym propuknutim pandemie COVID-19, standardni elektrodovy potencial
redoxniho paru [CuLIM]2+/ [CulL™]" nebyl zméfen.

Predpokladem uspésného pouziti makrocyklickych komplexti jako modela
aktivnich mist proteind ke sledovani pfenosu elektront je vhodna hodnota standardniho
redoxniho potencidlu (Eﬂo,md), kterd by se méla co nejvice blizit hodnoté Eﬂox/red
redoxniho mista proteinu. Aby tedy zkoumany komplex mohl slouzit jako model

aktivniho mista azurinu izolovaného z bakterie Pseudomonas aeruginosa, mél by se

E°req blizit hodnoté 310 mV.
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7 Zaver

Vicekrokovou syntézou byl piipraven ligand L™. Potenciometrickymi titracemi byly
stanoveny tfi postupné (konsekutivni) protoniza¢ni konstanty, které charakterizuji
acidobazické vlastnosti ligandu L™, a rovnovazné konstanty stability méd’natého
a zineCnaté¢ho komplexu, které byly vziajemné porovnany. Spektrofotometrickym
méfenim byla ovéfena speciace méd’natého komplexu v roztoku. Z casovych divodi
nebyl standardni redoxni potencial redoxniho paru [CuLIM]2+/ [CuL™]" stanoven.

Cilem bylo pfipravit takovy ligand, ktery by dokézal ve vodném roztoku
stabilizovat méd’naté i médné kationty, a zaroven pfipravit ligand, jehoz médnaty
komplex poskytuje standardni redoxni potencial obdobny E’yyreq v azurinech.

Piestoze navrzeny ligand L™ piesné nesimuluje koordinaéni okoli kationtu médi
typu T1 v azurinech, tak obecné jako makrocyklus velmi dobte stabilizuje dvojmocnou
(Cu") i jednomocnou mé&d (Cu') ve vodném roztoku. Relativnd vysoka stabilita
médnatého komplexu byla popsana rovnovaznou konstantou stability komplexu, ktera
byla stanovena potenciometrickou titraci. Stanovenim standardniho redoxniho
potencidlu by byla potvrzena ¢i vyvrdcena moznost vyuziti tohoto ligandu jako
nizkomolekuldrniho modelu aktivniho mista azurinu. Idedlnim piipadem by byly
makrocyklické ligandy obsahujici ve své struktufe minimalné jeden atom siry, ale
vramci této bakalafské prace byl pouzit synteticky dostupny a relativné bezpecny

makrocyklus TACN.
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